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Resumo

Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae) ¢ considerada uma espécie endémica do Cerrado,
utilizada na medicina tradicional e distribuida no gradiente de altitude das serras do estado de
Minas Gerais. Essas variacdes de altitude das serras podem modificar os fatores climaticos
que moldam os padrdes de isolamento geografico entre as populagdes e atuam como fatores
na sele¢do natural, interferindo na diversidade genética e na diversidade da composi¢do qui-
mica dos dleos essenciais de espécies endémicas. Diante do trecho descrito anteriormente, o
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da altitude na diversidade genética e na composi-
¢do quimica de o6leos essenciais de populagdes de L. pinaster encontradas em diferentes alti-
tudes. Individuos de Lychnophora pinaster de cinco populacdes de duas regides do estado de
Minas Gerais (Norte e Regido metropolitana de Belo Horizonte) tiveram seus 6leos essenciais
analisados, e individuos de oito populacdes encontrados em trés regides (Norte; Regido me-
tropolitana de Belo Horizonte; e Campo das Vertentes) tiveram seus dados genomicos anali-
sados por marcadores SNP. Os principais resultados indicaram que as populagdes de L. pinas-
ter apresentam elevada diversidade genética e quimica. Os compostos majoritarios nos 6leos
essenciais foram 14-hidréxi-a-humuleno (GM e DI), cedr-8(15)-en-9-a0-0l (ODMa), 14-
acetoxi-oa-humuleno (SRM) e 4-oxo-15-nor-eudesman-11-eno (SM). Além disso, cada popu-
lacdo apresenta uma composi¢ao quimica distinta de 6leos essenciais, fortemente determinada
por diferentes fatores climaticos. Altitudes elevadas (1366 m e 1498 m) encontradas na Regi-
do metropolitana de Belo Horizonte sofrem com os efeitos da precipitagdo e da amplitude
térmica diurna, expressos na composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais, € as populagdes en-
contradas em baixas altitudes (<900 m) sdo fortemente influenciadas por temperaturas maxi-
mas ¢ minimas e umidade relativa. Os dados genéticos indicam que as populagdes de L. pi-
naster apresentam segregacao espacial alélica, determinada pelas serras de Minas Gerais, de

forma que as faixas de altitude determinaram a diversidade genética de L. pinaster.

Palavras-chave: arnica, 6leos essenciais, sesquiterpenos, genética de populagdes, Cerrado
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Abstract

Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae) is considered a species endemic to the Cerrado,
used in traditional medicine and distributed in the altitude gradient of the mountains of the
state of Minas Gerais. Altitudinal variations modify the abiotic factors that shape the patterns
of geographic isolation among populations and act as important factors in natural selection,
interfering in the genetic diversity and the diversity of the chemical composition of endemic
species. Because of the stretch described above, the objective of this study was to evaluate the
influence of altitude on the genetic diversity and chemical composition of essential oils from
L. pinaster populations found at different altitudes. Individuals of Lychnophora pinaster from
five populations in two regions of the state of Minas Gerais (North and Metropolitan region of
Belo Horizonte) had their essential oils analyzed, and individuals from eight populations
found in three regions (North; Metropolitan region of Belo Horizonte; and Campo das
Vertentes) had their genomic data analyzed by SNP markers. The main results indicated that
L. pinaster populations have high genetic and chemical diversity. The major compounds in the
essential oil were 14-hydroxy-a-humulene (GM and DI), cedr-8 (15)-en-9-a-ol (ODMa), 14-
acetoxy-o-humulene (SRM), and 4-oxo-15-nor-eudesman-11-ene (SM). Furthermore, each
population has a different chemical composition of essential oils, strongly determined by dif-
ferent abiotic factors. High altitudes (1366 m and 1498 m) found in the Metropolitan region of
Belo Horizonte have suffered with higher precipitation and daytime thermal amplitude on the
chemical composition of essential oils, and populations found at lower altitudes (<900 m) are
strongly influenced by maximum and minimum temperatures and relative humidity. The ge-
netic data indicate that the populations of L. pinaster show allelic spatial segregation, deter-
mined by the different altitudinal patterns of Minas Gerais, and altitudinal ranges of the

mountains of Minas Gerais determine the genetic diversity of L. pinaster populations.

Keywords: arnica, essential oils, sesquiterpenes, genetics of populations, Cerrado
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I - Introducao

1. Metabolismo especializado frente a altitude

A altitude atua no controle e nos padrdes de diversos fatores climaticos, como por
exemplo na alteragdo dos niveis de precipitacdao, na amplitude térmica didria, na qualidade e
composi¢do quimica do solo, na velocidade dos ventos, na pressdo atmosférica, na condi¢ao
da cobertura de nuvens e na intensidade de radiacdo (KORNER, 1999; ZIDORN, 2010), fato-
res os quais em conjunto podem alterar os aspectos morfoldgicos, fisiologicos, e genéticos das
plantas (ANGIONI et al., 2004; RUSSELLO et al., 2015; MEENA et al., 2016; FILATOV et
al., 2016; MELITO et al., 2016; SILVA, 2016; CIRAK et al., 2017). Em resposta aos fatores
climaticos, as plantas sofrem ajustes moleculares e metabdlicos cuja finalidade ¢ a de evitar,
tolerar ou até mesmo resistir aos fatores climaticos (SOUZA & LUTTGE, 2015), culminando
com a possibilidade de evolugdo quimica e molecular nas plantas. O metabolismo especiali-
zado das plantas sofre constantes efeitos dos fatores climaticos provocados pelo gradiente de
altitude, conduzindo a diferentes alteragdes nos perfis quimicos das espécies (ANGIONI et
al., 2004; DE et al., 2015; CIRAK et al., 2017).

Populagdes de Matricaria chamomilla L., localizada em gradiente altitudinal de 590 m
até 2230 m na Australia, apresentam composi¢do quimica distinta, de forma que as popula-
coes localizadas em altas altitudes apresentam perfil quimico distinto das populagdes que
crescem em baixas altitudes (GANZERA et al., 2008). Os autores ainda afirmam que ha au-
mento de 26% na producdo de flavonoides e 31% de fendis em individuos localizados entre
1000m e 2000m de altitude, mostrando que flavonoides e fen6is aumentam significativamente
seus teores conforme o aumento da altitude.

Extratos etanolicos de populagdes de Marchantia polymorpha L. localizadas em diferentes
altitudes na India a oeste do Himalaia, com variagdo altitudinal de 5800 m a 8202 m, tém suas
atividades antibacteriana e antioxidante mais pronunciadas em plantas coletadas em elevadas

altitudes (DE et al., 2015). Os autores acreditam que elevadas altitudes apresentam fatores
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climaticos distintos os quais contribuem para alterar o pool de metabdlitos especializados da
espécie analisada ao longo da faixa altitudinal.

Hypericum androsaemum L. encontrada em variagdes altitudinais de 113 ma 1161 m
e Hypericum polyphyllum Boiss. & Bal. encontrada em variagdes de altitude entre 500 m e
3250 m na Turquia mostra que H. androsaemum apresentou correlacdo positiva entre a pro-
ducdo de acido clorogénico, acido neoclorogénico, amentoflavona, hiperocida, isoquecitrina,
quecitrina e quercetina com o aumento da altitude e H. polyphyllum apresentou correlagao
positiva entre a producdo de hipericina, pseudohipericina, dcido clorogénico, amentoflavona,
isoquecitrina, quecitrina, rutina e quercetina com o aumento da altitude (CIRAK et al., 2017).
Os autores acreditam que as baixas temperaturas e alta exposi¢do solar encontradas nas regi-
oes de elevadas altitudes podem ajustar a producdo de metabolitos ndo-volateis nessas espé-
cies, a fim de promover defesas antioxidantes contra o excesso de luminosidade.

Dentre as diversas vias de biossintese de metabolitos especializados nas plantas, as vi-
as de biossintese dos 0leos essenciais sdo excelentes alvos de estudo pois sofrem constante-
mente com as variagdes ambientais (LORETO & SCHNITZLER, 2010). Oleos essenciais sdo
definidos pela Internacional Organization for Standardization (ISO) como "...produtos obti-
dos a partir de matérias primas naturais de origem vegetal por destilagdo a vapor, por destila-
¢do a seco, ou pelo uso de processos mecanicos para o epicarpo de frutos citricos, apos a sepa-
racdo da fase aquosa (se houver), por processos fisicos." (ISO, 2013). Os 6leos essenciais ge-
ralmente apresentam carater hidrofébico, com baixa solubilidade em contato com a agua e
alta solubilidade em contato com solventes organicos apolares (SINGH et al., 2002; SIMOES,
2007; LOBO et al., 2009).

Sabe-se que o metabolismo dos 6leos essenciais produz inumeras substancias quimicas
necessarias a sobrevivéncia das plantas. Aponta-se que os fatores bidticos e abidticos sdo ca-
pazes de provocar oscilagdes metabolicas as quais sdo identificadas nas alteracdes dos perfis

quimicos desses 6leos essenciais (ANGIONI et al., 2004; SIMOES, 2007; LOBO et al., 2009;
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PORTELLA et al., 2014; De ALMEIDA et al., 2016). Alguns fatores climaticos alteram subs-
tancialmente a composi¢ao quimica das plantas, como por exemplo a precipitacdo, temperatu-
ra, sazonalidade (PORTELLA et al., 2014; De ALMEIDA et al., 2016), as condigdes de solo e
geologicas da regido (SORO et al.,, 2016; YAHIA et al., 2019) e a variacdo na altitude
(CHAUHAN et al., 2016; MELITO et al., 2016), contribuindo com o estabelecimento da es-
pécie no ambiente.

Populacdes de Rosmarinus officinalis L. localizadas desde ao nivel do mar até 1000 m
de altitude na Italia apresentam variagdo na composi¢do quimica dos 6leos essenciais, cujas
substancias B-cariofileno, verbeneno, humuleno, a-terpineol, acetato de bornila e terpinoleno
oscilam nas 17 estagdes naturais e também em quatro regides distintas, Norte, Sul, Leste e
Oeste do pais (ANGIONI et al., 2004). Segundo MELITO et al (2016), populacdes de Heli-
chrysum italicum G. Don f. encontradas ao nivel do mar e em faixas de altitude entre 600 m e
1250 m apresentaram alteragdes na producdo de substincias dos 6leos essenciais, de forma
que italiceno, y-curcumeno, ar-curcumeno, nerol e geraniol apresentaram correlacdes positi-
vas entre seus altos teores e elevadas altitudes, enquanto limoneno, cariofileno nerolidol e cis-
B-guaieno apresentaram correlagdes negativas entre seus altos teores e elevadas altitudes.

E evidente que a variagdo da altitude modula o metabolismo especializado das plantas,
contribuindo com a variagdo na diversidade quimica das espécies. Uma espécie que ocorre em
diferentes altitudes deve ser investigada, uma vez que a altitude promoveria ajustes metaboli-
cos nos individuos de diferentes populagdes. Ainda mais, algumas populagdes poderiam apre-
sentar menor comunicagdo entre elas, fato que podera ser amostrado na diversidade quimica
populacional. Contudo, a diversidade quimica populacional ndo ¢ relacionada somente com a
variacdo de altitude, mas também com sua diversidade e estrutura genéticas. Ao investigar-
mos a diversidade quimica das espécies, devemos concomitantemente investigar a diversidade

genética dessas mesmas populacdes.
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2. A¢do da altitude na diversidade e na estrutura populacional

Considera-se que multiplos fatores regulam a diversidade genética das populagdes. Em
especial, as taxas de migragdo, o aparecimento de mutacdes e a selecdo natural regulam a di-
namica populacional nos ambientes naturais (ALLENDOREF et al., 2013; SILVA, 2016). E
esperado que a diversidade genética de populagdes acompanhe o equilibrio de Hardy-
Weinberg (MEIRMANS, 2019), mantendo a variabilidade genética da espécie através do
equilibrio das frequéncias alélicas e genotipicas, pelo fluxo génico existente entre as popula-
cdes e pela manutencdo de heterozigotos, mantendo a variabilidade genética da espécie
(SANCHEZ, 2008; ALLENDORF, 2013). Contudo, em populagdes naturais as quais sofrem
com os efeitos bidticos e abioticos, com a selegdo natural e com eventos mutacionais, ¢ obser-
vado quedas no fluxo génico entre as populagdes, resultando no isolamento espacial de alelos
e gendtipos intra e interpopulacional, comprometendo a presenca de heterozigotos nas popu-
lagdes (SANCHEZ, 2008; ALLENDORF, 2013; SILVA, 2016).

Sabe-se que espécies endémicas ocorrem somente em um determinado local
(ECHTERNACHT et al., 2011; ALLENDORF, 2013), sendo fortemente selecionadas por
fatores climaticos. A acdo dos fatores climaticos pode causar o isolamento interpopulacional,
contribuindo com a perda de variabilidade genética e aumento da divergéncia entre as popula-
¢oes, alterando a diversidade genética dessa espécie (SILVA, 2006; HABER, 2008; SILVA,
2016). Populagdes ficam isoladas pela acdo de diferentes fatores, como por exemplo a varia-
¢do de altitude (ECHTERNACHT et al., 2011; ALLENDOREF, 2013). A altitude interfere na
diversidade genética de varias espécies (LI et al., 2013; RUSSELLO et al., 2015; MEENA et
al., 2016; FILATOV et al., 2016). Conforme apontado pelos pesquisadores, a varia¢do de alti-
tude provoca quedas no fluxo génico, quedas na heterozigosidade interpopulacional, aumento
no numero de alelos privados entre as populacdes e aumento da variabilidade genética intra-

populacional, indicando perda da variabilidade genética na espécie.
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Com a presenca do isolamento e da fragmentacdo populacional, a estrutura populacio-
cal ¢ positivamente afetada, expressando a perda da variabilidade genética populacional pelo
aumento de endocruzamentos (HABER, 2008). Como consequéncia desse processo, ¢ espera-
do que as populagdes ndo se encontrem em equilibro genético e a espécie possa sofrer deriva
genética (ALLENDOREF et al., 2013; SILVA, 2016).

Uma forma de mensurar a estrutura genética das populagdes de uma determinada es-
pécie ¢ pela estimativa dos indices de fixacgdo, ou estatisticas-F de Wright (WRIGHT, 1951;
WRIGHT, 1965). O grau de diferenciagdo entre as populagdes (FST) expressa o grau de en-
dogamia entre as populacdes de uma espécie, independente do sistema reprodutivo da espécie
(WRIGHT, 1965). De acordo com os valores de Fsr, ¢ possivel descrever o grau de endoga-
mia entre as populacdes, de forma que valores acima de 0,25 indicam grande diferenciagao
genética (WRIGHT, 1978). Medicago citrina (Font Quer) Greuter ¢ uma planta endémica do
oeste do mediterraneo que apresenta forte estrutura populacional expressa pelos valores mé-
dios de Fst a 0,386 (JUAN et al., 2004). Segundo os autores, os valores elevados e Fst indi-
cam alto grau de isolamento interpopulacional para M. citrina.

O indice de endogamia intrapopulacional (Fis) descreve o desvio da panmixia dentro
de uma populagado, levando em conta o seu sistema reprodutivo (WRIGHT, 1965). Os valores
de Fis expressam a possibilidade de endogamia em cada populacdo analisada, cujos valores
positivos de Fis indicam a presenca de processos endogamicos nas populagdes e valores nega-
tivos indicam que cada populagdo estd geneticamente equilibrada (PARREIRA et al., 2020).
A presenca de valores negativos de Fis expoem o menor nimero de heterozigotos na popula-
¢do e a presenga de alelos tnicos com alta frequéncia (YUAN et al., 2018). Logo, os valores
de Fis inferem a perda variabilidade genética de cada populacdo amostrada e seu grau de iso-
lamento entre as demais populagdes (MONTALVO & ELLSTRAND, 2001: CORDEIRO et

al., 2019).
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A altitude confere fatores climaticos impares para cada populacdo (MELITO et al.,
2016; FILATOV et al., 2016), ocasionando variagdes de temperatura, intensidade luminosa,
presenga/auséncia de polinizadores e dispersores e interferindo na diversidade e na estrutura
genética populacional. Sabe-se que os fatores climaticos alteram estrutura genética populacio-
nal (KHADIVI-KHUB et al., 2014; SELSELEH et al., 2019) e a altitude contribui positiva-
mente com a estrutura genética e com a elevagdo da diversidade genética (LIAN et al., 2018),
aumentando a habilidade das espécies a se adaptarem aos fatores climaticos locais (ZHAO et
al., 2016). Logo, ¢ necessario amostrar a diversidade populacional e a estrutura genética des-
sas populacdes com a finalidade de apontar a variabilidade presente na espécie e se diferentes
fatores, como a altitude, podem contribuir com o isolamento inter e intrapopulacional.

As técnicas denominadas dmicas t€ém ampla aceitacdo na comunidade cientifica, pro-
duzindo materiais cientificos cuja investigagao se pauta na sinaliza¢do quimico-molecular das
plantas em momentos de estresses ambientais (DUQUE et al., 2013), na dorméncia de plantas
(ANDERSON, 2015), no metabolismo especializado (ZHONG, 2011; WANG et al., 2015),
na conservagao de espécies nativas, na evolugdo, na dindmica populacional, na deriva genéti-
ca, na hibridizagdo e na especiacdo (EMERSON et al., 2015; RUSSELLO et al., 2015).

A construcdo de bibliotecas GBS (genotyping-by-sequencing), visando a descoberta de
nucleotideos de polimorfismo unico (SNP) tem por finalidade reduzir a complexidade do ge-
noma da espécie amostrada e promover a busca por pequenas variagdes que nao sio usual-
mente indicadas pelo uso de outros marcadores moleculares (ELSHIRE at al.,, 2011;
POLAND et al., 2012). A investigacdo de polimorfismos em multiplos loci de interesse via
exploragdo de SNP aumenta substancialmente a capacidade de analise e associacdo entre os
genes ¢ o metabolismo (EMERSON et al., 2015; RUSSELO et al., 2015; KIM et al., 2016),

como também a busca pela associagdo da diversidade e estrutura genéticas com a altitude.
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3. Lychnophora pinaster Mart. e regioes de origem da espécie

O género Lychnophora (Asteraceae) abriga 35 espécies, das quais 23 sdo encontradas
em diferentes fitofisionomias do bioma Cerrado, cujas espécies apresentam ampla variagao
morfoldgica descrita pelos portes de arvoreta, arbustos e raramente subarbustos, com ramos
caulinares levemente ramificados, folhas alternas sésseis, coriaceas ¢ com inflorescéncias
terminais (SEMIR, 2011; de ANDRADE WAGNER et al., 2014; LOEUILLE et al., 2015;
LOEUILLE et al., 2019). O género Lychnophora é quimicamente complexo, com produgdes
de substancias quimicas das vias do metil-eritritol-fosfato (MEP), mevalonato (MVA) e via
do 4&cido chiquimico, com grande produtividade de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesqui-
terpenos oxigenados e lactonas sesquiterpénicas utilizados na medicina tradicional (SEMIR,
2011).

Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae) se trata de uma espécie endémica encontrada
no cerrado mineiro, cujo seu estabelecimento no ambiente ¢ ditado pelas condi¢des fisico-
quimicas dos solos e pela variagdo da altitude das serras do estado de Minas Gerais (SEMIR,
1991; SEMIR et al., 2011; SILVA, 2013; SILVA, 2016). L. pinaster ocorre em campos de
canga e em campos rupestres localizados na Serra da Caraga, Serra das Carrancas, Serra de
Curral d’El Rey, Serra do Curral, Serra d’Itabira do Campo, Serra do Itacolimi, Serra da Lapa,
Serra de Lavras Novas, Serra do Mesquita, Serra da Moeda, Serra do Palmital, Serra da Pie-
dade, Serra do Rola Moga e entre Virgem da Lapa e Serra do Cip6 e nos municipios de Bar-
bacena, Belo Horizonte, Belo Vale, Itabirito, Betim, Biribiri, Brumadinho, Cachoeira do
Campo, Campos, Caraga, Carrancas, Catas Altas, Chapada Diamantina, Cidade de Minas,
Congonhas do Campo, Gandarela, Grao Mogol, Itabira, Itabirito, Itamarandiba, Itumirim,
Jardim Nossa Senhora das Gragas, Lavras, Lavras Novas, Lavrinha, Mariana, Miguel Burner,
Nova Lima, Santa Rita, Sdo Julido, Serra do Ouro Branco ¢ Santa Barbara (SEMIR, 1991;

SEMIR et al., 2011; SILVA, 2016). Esse conjunto de serras pode servir como arreira geo-
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grafica natural, segregando as populagdes de L. pinaster ao longo de sua historia de vida, ca-
minhando para um historico de fendtipos quimicos distintos.

O estado de Minas Gerais ¢ geologicamente antigo, complexo e rico, cujas formagdes
rochosas apresentam alteragdes desde o periodo pré-cambriano até o periodo fanerozoico,
sendo geografiamente dividido em regides, ou macrorregides (IBGE, 1972; ALKMIM, 2018).
L. pinaster ¢é encontrada na regido Norte do estado, na Regido metropolitana de Belo Horizon-
te; e na regido denominada Campo das Vertentes, cujas regides apresentam caracteristicas
geologicas e morfologicas distintas. A regido denominada Campo das Vertentes apresenta
serras formadas por rochas cristalinas geologicamente antigas, mas também por plateaus com
bacias sedimentares importantes para o estabelecimento de fitofisionomias do Cerrado e da
Mata Atlantica (BARUQUI et al., 2006). Segundo o autor, ha variacao de altitude de 400 a
1300 m na regido, contribuindo para o estabelecimento de espécies endémicas.

A Regido metropolitana de Belo Horizonte abriga o Quadrilatero Ferrifero de Minas
Gerais. O Quadrilatero Ferrifero apresenta relevo muito acidentado e geologicamente com-
plexo, sendo circundado pela Serra do Curral, com altitudes médias de 1200 m; a Serra da
Moeda, com altitudes médias de 1300 m; a Serra do Cagara, conjunto de fortes escarpes com
altitudes superiores a 2000 m; e a Serra de Ouro Preto, com altitudes aproximadas a 1400 m
(SILVA, 2006; ALKMIM, 2018; BARROS & MAGALHAES JUNIOR, 2018).

A grande variagdo de altitude no Quadrilatero Ferrifero se da pelas caracteristicas lito-
logicas e estruturais do relevo, cuja altimetria elevada ocorre em itabiritos e quartzitos, rochas
com maiores resisténcias a erosdo (SILVA, 2006). Além disso, ¢ sabido que esses sistemas de
rochas apresentam soerguimento geologicamente antigo (superior a 541Ma), mediano (fane-
rozoico, de 541Ma até o presente) e recente, ocorrendo nos periodos Eoceno-Oligoceno (35-
33 Ma), Mioceno (16-13 Ma), Plioceno (7 Ma) e Pleistoceno (1 Ma) (ALKMIM, 2018). A

intensa erosao modificou a distribuicdo fitofisioldgica de regido, contribuindo com pressdes
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seletivas para o estabelecimento de campos rupestres e florestas estacionais semideciduais,
formagdes vegetacionais do Cerrado e da Mata Alantica (SILVA, 2006; ALKMIM, 2018).

A regido Norte de Minas Gerais ¢ composta pela Serra do Espinhacgo e pela Chapada Diaman-
tina (MEYER & FRANCESCHINELLI, 2010). A composi¢do geoldgica abrange rochas
constituidas de quartzitos, arenitos, filitos, itabiritos e dolomitas, cujos diversos processos
erosivos promoveram a formacgdo de solos arenosos, acidos e com baixa capacidade de re-
tencdo de dgua (SEMIR, 2011). A Cadeia do Espinhago apresenta variagdo de altitude entre
800 e 2000 m (ECHTERNACHT et al., 2011; SEMIR, 2011) e seu auge de soerguimento
ocorreu entre 900 e 620 Ma (ALKMIM, 2018). Os mares de morros encontrados no estado de
Minas Gerais podem funcionar como barreiras geograficas para as espécies vegetais, contri-
buindo com o aparecimento de endemismos, como € o caso do género Lychnophora.

O mapeamento dos perfis quimicos dos 6leos essenciais de L. pinaster mostra que po-
pulagdes naturais denominadas Poco Bonito, Estrada Real e Antena de ocorréncia nos Campo
das Vertentes apresentaram perfil quimico distinto entre elas (HABER, 2008). As populacdes
Poco Bonito e Estrada Real apresentaram como substancia majoritaria o frans-cinamato de
metila (variando de 61% a 82%) e para a populacdo Antena o cedr-8(15)-en-9-a-ol (25,2%).
Ao analisar os 0leos essenciais de duas populacdes dos Campo das Vertentes (Carrancas-MG)
e uma da Regido metropolitana de Minas Gerais (Itabirito-MG), foi constatado que o trans-
cinamato de metila ¢ componente majoritario nas populacdes dos Campo das Vertentes e ha
auséncia dessa substancia na populagdo da Regido metropolitana de Belo Horizonte (SILVA,
2016). Segundo o autor, 92,7% da variagdo quimica do 6leo essencial de L. pinaster esta rela-
cionada com a composi¢ao quimica do solo.

Com relagdo a diversidade genética de L. pinaster, Haber (2008), utilizando de marca-
dores microssatélites, registrou que as heterozigosidades observadas (Ho) foram menores que
as heterozigozidades esperadas (He) em trés populagdes de L. pinaster dos Campo das Ver-

tentes, apontando excesso de homozigotos nas populagdes. A autora também observou que
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ndo héd grande variagdo genética entre as trés populagdes expressa pela analise de varidncia
molecular (AMOVA), mas a divergéncia gé€nica entre as populacdes ¢ intermediaria (9,43%),
resultante da distancia geografica interpopulacional. Além disso, os valores de endogamia
entre as populagdes nao foram elevados. Contudo, a populagdo de Antena apresentou elevalos
valores de endogamia, evidenciando que o isolamento geografico dessa populagdao pode con-
tribuir com a queda no fluxo génico entre as populagdes e favorecer o cruzamento entre indi-
viduos aparentados, diminuindo a variabilidade genética da espécie.

Silva (2016) amostrou seis populacdes de L. pinaster das regides dos Campo das Ver-
tentes e uma populagdo da Regido metropolitana de Belo Horizonte (Po¢o Bonito, Serra do
Sofa, Serra da Arnica, Serra do Salto, Serra Branca, Areia Branca ¢ Ouro Branco). O autor
reporta que, dos alelos investigados nas propor¢des de Hardy-Weinberg, os valores de He
foram maiores que Ho, indicando ocorréncia de endogamia. Ainda segundo o autor, ¢ neces-
sario investigar um maior numero de populacdes de L. pinaster no estado de Minas Gerais, a
fim de comprovar a acdo efetiva dos fatores ambientais na diversidade genética dessa espécie.

Com as informagdes apresentadas anteriormente, a espécie apresenta grande potencial
de uso farmacologico e medicinal, cujas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais ja amos-
tradas trazem apenas uma parcela da composicdo quimica global da espécie. Além disso, a
diversidade e estrutura genética de L. pinaster deve ser amostrada e possivelmente associada
com os fatores climaticos e a altitude das serras de Minas Gerais, com a finalidade de buscar
padrdes quimicos e genéticos da espécie os quais sirvam de gatilho para futuros estudos de
conservacao ambiental e biotecnologia.

Logo, ¢ primordial examinar um maior nimero de populacdes de L. pinaster encontra-
das nas serras de Minas Gerais, fato que contribuird com a descri¢ao da diversidade quimica e
genética da espécie. Diante dos resultados dos estudos anteriores, foram formuladas as se-

guintes perguntas: a) A altitude seria responsavel por isolar as populacdes de L. pinaster ao
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ponto de alterar significativamente a diversidade quimica e genética da espécie?; b) Ha asso-
ciacdo entre a diversidade quimica e genética populacional de L. pinaster?

De acordo com as perguntas realizadas, chegamos as seguintes hipoteses:

Ho: A altitude interfere na diversidade quimica e genética de L. pinaster; e

Ho: Ha associagdo entre a diversidade quimica e genética de L. pinaster
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IT - Objetivos
a) Geral

Avaliar a interferéncia da altitude na diversidade genética e quimica de populagdes de

Lychnophora pinaster Mart.

b) Especificos
- Caracterizar a composi¢cdo quimica dos dleos essenciais de populacdes de L. pinaster em

diferentes altitudes e fatores climaticos nas regides de ocorréncia da espécie;

- Caracterizar a diversidade genética e estrutura genética de populacdes de L. pinaster em

diferentes altitudes nas regides de ocorréncia da espécie;

- Verificar se had associagdo entre a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais da espécie, a

altitude e os fatores climaticos; e

- Verificar se ha associacdo entre a diversidade e estrutura genética, composi¢ao quimica dos

6leos essenciais da espécie, a altitude e os fatores climaticos.
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III - Material e Métodos

1. Material vegetal e locais de coleta

As partes aéreas (folhas e ramos) de 141 individuos de oito populagdes naturais de
Lychnophora pinaster foram coletadas nos anos de 2017 e 2019, cujas populagdes foram en-
contradas em um gradiente de 700 a 1498 m, distribuidas em trés regides, a regido Norte (po-
pulagdes DI, GM e ODMa), a Regido metropolitana de Belo Horizonte (populacdes SM e
SRM) e os Campo das Vertentes (populagdes SA, SB e SSa) no estado de Minas Gerais, Bra-
sil (Tabela 1, Figura 1). Os individuos foram etiquetados, georreferenciados e as informagdes
da regido de cada populagdo, o nimero de individuos coletados para as andlises genéticas e
quimicas, a altitude de cada populagdo, o ano de coleta e as coordenadas geograficas de cada
populacdo amostrada sdo apresentadas na Tabela 01. A distancia entre as populagdes variou
de 8 a 571 km. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e consideramos

como unidade amostral cada individuo de L. pinaster amostrado em campo.

Tabela 1. Populagdes de Lychnophora pinaster, Minas Gerais, Brasil.

Numero de Indivivuos Altitude
Populagoes Ano de Coleta Regido Coordenadas Geograficas
Analises Genéticas Analises quimicas
N 16°38'39.5"S;
Grao Mogol (GM) Jul/2017 Norte 16 17 042°57'17 1"W 859
, 17°27'37.7"S;
1 § s
Olhos D'Agua (ODMa) Jul/2017/2019% Norte 15 15 043°34'01"W 700
. . 17°3124.9"S;
§ 2
Diamantina (DI) Jul/2017/2019%  Norte 16 16 043°32'11 5"W 819
19°57'39.2"S;
Raposos (RPS) Jul/2017 MrBH - 14 043°45'47 4"W 969
20°03'28.8"S;
Serra do Rola-Moga (SRM) Jul/2017 MrBH 21 17 044°01'18.8"W 1498
Serra da Moeda (SM) Jul/2017 MrBH 25 17 20°1531.6°S,; 1366

043°57'41.8"W

21°26'55.25"S;
Serra do Salto (SSa) 2012 CvV 17 - 044°38'17. 54" W 1292

. 21°26'40.56"S;

Serra da Arnica (SA) 2012 Ccv 14 - 044°56'29 90" W 1055
21°26°44.96”’S;

Serra Branca (SB) 2012 CvV 17 - 044°35°15.95"W 1124

MrBH: Regido metropolitana de Belo Horizonte; CV: Campo das Vertentes; §: as amostras de
genética e quimica das populagdes DI e OMDa foram coletadas em 2017 e 2019, respectiva-
mente.
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Figura 1. Localizagdo geografica das populagdes de Lychnophora pinaster Mart. no estado de

Minas Gerais, Brasil.

Com a finalidade de promover as andlises genéticas e quimicas neste trabalho, segui-
mos o fluxograma apresentado na Figura 2. O estudo genético foi conduzido com 141 indivi-
duos das oito populacdes amostradas de L. pinaster. As folhas de L. pinaster coletadas foram
armazenadas, individualmente, em tubos Falcon (50 mL) contendo silica-gel e conduzidas ao
Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Pesquisa de Recursos Genéticos Vegetais do
Instituto Agrondmico, Campinas/SP, onde foram armazenadas a -80 °C até extracdo do DNA.

A caracteriza¢do da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais foi realizada com popu-
lagdes das regides Norte e Metropolitana de Belo Horizonte, correspondendo a um total de
seis populagdes e 96 individuos, uma vez que a composicao dos 6leos essenciais das popula-
coes de Campo das Vertentes ja foi minuciosamente descrita em literatura (HABER, 2008;
REIS et al., 2010; SILVA, 2013). As folhas foram separadas dos ramos e essas foram secas a

temperatura ambiente e mantidas no Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais do Centro
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de Pesquisa de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agrondomico, Campinas/SP, até o

processo de extracao dos 6leos essenciais das folhas.

@hnophora pinaster M@
v

Populagées.

Populagbes Populacdes

Popula@ﬁes/_\

- Regidao Norte: DI (n=16, 820m); ODMa (n=15, 731m), and GM

Métodos

Regido Norte: DI (n=16,

(n=16, 866m)
820m); ODMa (n=15, 731m), Extrag&o de DNA:
and GM (n=17, 866m) Hidestilagéo; Analises Método CTAB - Regido Metropolitana de Belo Horizonte: SRM (n=21,
- . via CG-EM; CG-DIC; 1497m), and SM (n=25, 1376m)
Regido Metropolitana Belo RMN

Horizonte: SRM (n=17, Normalizagao (30 ng/uL) e - Campo das Vertentes: SSa (n=16, 1292m), SA (n=14, 1055m),

1497m), SM (n=17, 1376m), quantificagéo dos and SB (n=17, 1124m)
and RPS (n=14, 992m) fragmentos de DNA
(Lambda a 25, 30, 50 and
Matriz de dados com 100 ng /L) .
o P Genotipagem e descoberta de marcadores SNP:
composicdes quimicas e .
- 1. Demultiplex (STACKS 2.41 - process-radtags);
dados climéaticos Preparacio das L
(https:/fwwwworldclimorg) _ rreparagao das 2. catalogo de SNPs (STACKS 2.41 - ustacks):
. . ; Blblloteca§ Gendmicas: 3. Catalogo comum de SNPs (STACKS 2.41 - cstacks);
~método ) 4. Diversidade (STACKS 2.41 - cstacks): frequéncia alélica,
Genotyping-by-sequencing diversidade nucleotidica (1), alelos privados (Ap),
(GBS) Zucchi etal. 2019; | M heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada
Anélises Multivariadas Poland et al. 2012 (He), homozigosidades observada e esperada, Coeficiente de
PCA, HCA, Heatmap L endogamia intrapopulacional (Fis) e indice de fixag&o (Fst)
Lé et al., 2008; Gu et al., Sequenciamento: 5. Estrutura populacional: ADMIXTURE v1.2
2016; Kassambara & Next-Generation Alexander et al., 2009; Catchen et al., 2013; Cordeiro et al.
Mundt, 2020 Sequencing, plataforma 2019; Zucchi et al. 2019
lllumina
Poland et al. 2012
Matriz bruta de dados

Marcadores sob Sele¢do Positiva
1. Bayescan (Foll and Gaggiotti, 2008; Fischer et al., 2011)
2. pcadapt: (Duforet-Frebourg et al., 2016; Luu et al., 2017)
Cordeiro et al. 2019; Zucchi et al. 2019

com marcadores do tipo
SNP (Single Nucleotide
Polymorfism)

Figura 2. Fluxograma dos métodos desenvolvidos.

A identificacdo taxonomica da espécie foi realizada pelo Prof. Dr. Jodo Semir do Insti-
tuto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas e pelo Prof. Dr. Marcelo Monge do
Instituto de Biologia da niversidade Federal de Uberlandia. As exsicatas foram depositadas no
herbario UEC da Universidade Estadual de Campinas (UEC 179320, 179321, 179322,
208036, 208026, 208030, 208028, 208032 ¢ 208038). A coleta do material vegetal foi autori-
zada pelo Ministério do Meio Ambiente (ICMBio: 22772- 6; SisGen/MMA: A01F803) e pelo

Instituto Florestal do estado de Minas Gerais (autorizagoes 005/2017 ¢ 006/2017).
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2. Analises dos oleos essenciais

As andlises da composicao quimica dos 6leos essenciais foram realizadas para seis po-
pulagdes de L. pinaster, que sdo: Diamantina (DI, n=16, altitude = 819 m); Olhos D’Agua
(ODMa, n=15, altitude = 700 m); Grao-Mogol (GM, n=17, altitude = 859 m); Raposos (RPS,
n=14, altitude = 969 m); Serra do Rola-Moga (SRM, n=17, altitude = 1498 m); ¢ Serra da

Moeda (SM, n=17, altitude = 1366 m).

2.1. Extracdo dos oleos essenciais

A extragdo dos 0Oleos essenciais foi realizada no Laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais do Centro de Pesquisa de Recursos Genéticos Vegetais localizado Instituto Agrono-
mico (IAC).

As partes aéreas (ramos e folhas) de L. pinaster coletadas em campo foram trazidas
para o laboratorio e as folhas foram manualmente separadas dos ramos. Os 0leos essenciais
das folhas de L. pinaster foram extraidos por hidrodeslitagdo via aparato Clevenger durante
duas horas, apds pré-testes de otimizagdo no tempo de extragdo. O rendimento dos 6leos es-
senciais foi calculado em base seca, de forma que foram retiradas no momento da extragao
trés aliquotas de folhas (1grama/por¢ao) para cada individuo, e essas foram secas em estufa de
circulagdo de ar for¢ada a 40°C até atingir massa constante. Os 6leos essenciais foram conser-

vados em freezer a -20 °C até a andlise de suas composi¢des quimicas.

2.2. Identificagdo das substdncias quimicas dos oleos essenciais
2.2.1. Cromatografia em fase gasosa (CG-EM e CG-DIC)

As andlises qualitativas e quantitativas dos 6leos essenciais foram realizadas Laborato-
rio de Quimica de Produtos Naturais do Centro de Pesquisa de Recursos Genéticos Vegetais
ocalizado no Instituto Agrondmico (IAC). A andlise qualitativa da composi¢ao quimica dos

6leos essenciais foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas
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(CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons (70 eV), com coluna capi-
lar de silica DB - 5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) acoplada ao sistema, hélio como gés de ar-
raste (1.0 mL/min). Para cada amostra, o volume de inje¢do no CG-EM foi de 1 pL da solu-
¢do (1 pL de 6leo essencial dissolvido em 1 mL de acetato de etila). Os parametros implemen-
tados dutrante a andlise foram: injetor a 220 °C; linha de transferéncia a 240 °C, split 1/20; e
rampa de temperatura 60 °C — 240 °C, 3 °C/min (MARQUES et al., 2020). A identificacao
dos constutintes quimicos foi realizada pela comparagdo dos espectros de massas das substan-
cias com base de dados do sistema GC-EM (Nist 62.1ib) e indice de retencao linear encontra-
dos na literatura (ADAMS, 2017). O indice de retencao linear foi obtido pela inje¢do de uma
mistura de n-alcanos (C9-C24), usando da equagdo descrita por van Den Dool & Kratz (VAN
DEN DOOL, KRATZ, 1963). A analise quantitativa dos oleos essenciais foi realizada via
cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-
2010/A0C-20i) pelo uso do método de normalizacao de area. As condigdes das andlises cro-
matograficas empregadas em CG-DIC foram as mesmas realizadas nas analises qualitativas

descritas acima para o cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM).

2.2.2. Isolamento de substincias e analises por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de
Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN 3C)

A anélise de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e 13C foi realizada no Instituto Na-
cional de Pesquisas da Amazonia (INPA) sob supervisdo da Dra. Maria da Paz Lima.

A amostra de dleo essencial da populacdo Serra da Moeda (SM) foi submetida a cro-
matografia em camada delgada preparativa (CCDP), para o isolamento de um sesquiterpeno
ndo identificado. O 6leo essencial do individuo com os maiores teores da substancia detectada
via CG-DIC (60 mg) foi diluido em acetato de etila (grau cromatografico) e aplicado em cro-
matoplacas de silica 60 F254 (20 x 20, Merck) e esta eluida com a mistura cloroférmio e ace-

tato de etila (95:5) por trés vezes. A substancia foi extraida da silica por meio da mistura de
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metanol e diclorometano (PA Merck) e a solugdo concentrada em rotaecvaporador. A substan-
cia isolada foi injetada no sistema CG-EM para avaliacdo do grau de pureza e obtengdo dos
espectros de massas. A seguir foram obtidos os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono-13 (RMN !3C) uni-(1D) e bidimensional (2D). Os espec-
tros de RMN de 'H e '*C, unidimensional (1D), foram obtidos em espectrometro Brucker
Inova 300 ('H:500 MHz; '3C:125 MHz), utilizando CDCI3 como solvente € TMS como refe-
réncia interna ou o sinal do solvente. Os espectros 2D (HMQC: correlagdo Heteronuclear
multipla Quantum; HMBC: correlagdo Heteronuclear multipla-Bond) foram obtidos em es-

pectrometro Brucker FOURIER 300, utilizando como solvente CDCI3.

2.3. Analises Genéticas

As analises genéticas deste trabalho foram baseadas em oito poulagdes de L. pinaster
que sdo Diamantina (DI, n=16, altitude = 819 m); Olhos D’Agua (ODMa, n=15, altitude =
700 m); Grao-Mogol (GM, n=16, altitude = 859 m); Serra do Rola-Moc¢a (SRM, n=21, altitu-
de = 1498 m); Serra da Moeda (SM, n=25, altitude = 1366 m); Serra do Salto (SSa, 17, alti-
tude = 1292 m); Serra da Arnica (SA, n=14, altitude = 1055 m); e Serra Branca (SB, n=17,
altitude = 1124 m). A extracdo de DNA, a preparacao das bibliotecas gendmicas pelo método
Genotyping-by-Sequencing (GBS), o sequenciamento do tipo Next-Generation Sequencing
(NGS); e o processamento de dados para analises de genética populacional foram realizadas
em parceria com o Departamento de Genética da Universidade de Campinas (Unicamp), a
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sao Paulo (Esalq/USP) e
a Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios (APTA), polo de Piracicaba-SP, sob su-

pervisao da Dra. Maria Imaculada Zucchi.
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2.3.1. Extracdo de DNA

O método CTAB foi aplicado para realizar a extracdo de DNA das amostras (DOYLE
1990; SILVA, 2016). Os 141 individuos de L. pinaster tiveram seu DNA extraido neste traba-
lho, de forma que para cada individuo foi utilizado 10 mg de folhas trituradas a consisténcia
de p6 e cada amostra foi adicionada a um Eppendorf contendo 1 mL de solu¢ao-tampao de
extracdo CTAB 2 % a 65 °C (agua Milli-Q 100 mM; TRIS-HCI 100 mM; pH 8,0; NaCl 1,42
mM; CTAB 2 %; EDTA 20 mM pH 8,0; B-mercaptoetanol 0.2 %; PVP 2 %). As amostras
foram colocadas em banho-maria a 65 °C por 60 minutos, com intervalos de 15 minutos para
agitacdo das amostras. Apos o procedimento acima, foi adicionado a cada amostra 900 pL de
chloroférmio-isoamil (24:1) e as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por cinco minu-
tos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para outro Eppendorf e foi adicionado 500
uL de isopropanol; o mesmo Eppendorf foi colocado em freezer a temperatura de -20 °C du-
rante 30 minutos e depois centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos. O precipitado, ou pellet,
foi deixado para secar em bancada a temperatura ambiente, depois lavado com 500 pL de eta-
nol 70 % e centrifugado a 12000 rpm por sete minutos. Apos secagem do precipitado, o mes-
mo foi novamente lavado com 500 pL de etanol 95 % e centrifugado a 12000 rpm por sete
minutos. Os precipitados finais foram ressuspendidos com 60 pL de solug¢do-tampao TE (10
mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0; e 2 uL RNAse (10 mg/mL)). As amostras foram levadas
a banho-maria por 37 °C durante 60 minutos e deixadas para secar em overnight a temperatura

ambiente. O material genético extraido foi armazenado em biofreezer a -80 °C até seu uso.

2.3.2. Quantificag¢do e Normaliza¢do de DNA
A quantificagdo do DNA por amostra foi realizada pela observagdo em eletroforese
com gel de agarose utilizando SYBERtm Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific)

apos passagem do gel em transiluminador ultravioleta e pela comparacdo com concentragdes
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conhecidas de fago Lambda (25, 30, 50 and 100 ng/uL). As amostras de DNA foram normali-

zadas a 20 ng/pL e purificadas com o kit QIAquick PCR Purification of Qiagen®.

2.3.3. Preparagdo das Bibliotecas Genomicas

A produgdo das bibliotecas gendmicas via Genotyping-by-sequencing (GBS) foi reali-
zada em parceira com o Departamento de Genética da Universidade de Campinas (Unicamp),
a Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sdo Paulo (Esalq/USP)
e a Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA), pélo de Piracicaba-SP, sob
supervisdo da Dra. Maria Imaculada Zucchi.

O protocolo da construgcdo das bibliotecas gendmicas GBS foi realizado de acordo
com as informagdes no trabalho de Poland et al (2012), seguido por modificagdes encontradas
no trabalho de Zucchi et al (2019). Foram utilizados 20 ng/uL. de DNA de cada individuo, o
qual foi normalizado a 10 pL, cujas amostras foram distribuidas em placas contendo 96 po-
cos. Cada pogo da placa apresenta adaptadores comuns e adaptadores do tipo barcode, sendo
eles utilizados nas analises a posteriori. O primeiro estdgio no protocolo GBS se trata da rea-
cdo de Restricdo, com a adi¢do de 2,0 pL de solu¢do tampao NEB 4; 0,4 uL Pstl-HF (20
U/uLl); 0,4 L Mspl (20 U/uL); e 10,2 puL de agua Milli-Q. O segundo passo da reagdo de
GBS se trata da reagdo de Ligacdo, com a adi¢ao de 2,0 pL de solug@o-tampao NEB 4; 1,0 uL
ATP (10 mM); 0,5 pL. T4 DNA Ligase (200 U/uL); 11,5 pL de agua Milli-Q. O terceiro passo
se trata da condu¢do de PCR Multiplex com o seguinte programa de temperatura: 16 ciclos a
95 °C por 10 s, 62 °C por 20 s, 72 °C por 30 s); 72 °C por 5 min; 4 °C indefinidamente. O se-
quenciamento do tipo Next-Generation Sequencing (NGS) das 141 amostras foi realizado em
plataforma Illumina pelo Illumina Miseq, com fragmentos de tamanho de 90 nt de compri-
mento.

Os Adaptadores Barcode (Adaptador 1) utilizados neste experimento apresentam as

seguintes sequéncias: 5> CACGACGCTCTTCCGATCTXXXXXTGCA GNNNNNNN 3’ e
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3 GTGCTGCGAGAAGGCTAGAXXXXX ACGTCNNNNNNN 5’ (bot XXXXXagatcgga-
agagcgtcgtg e top cacgacgctcettccgatctX XXX Xtgeca). Oa adaptadores comuns (Adaptador 2)
foram desenhados para a segunda enzima de restri¢ao, para a confeccdo da sequéncia pair-
end. O Adaptador 2 apresente formato de Y, fato que previne auto-anelamento uma vez que o
iniciador reverse (iniciador A2R) pode ser anelado somente quando o iniciador foward (inici-
ador Al) ja estiver extendido apds acdo da enzima de restricdo Pstl no sitio de restri¢do do
Adaptador 1. O adaptador 3 apresenta extremidade coesiva com terminagdo 5°-CG para o sitio
de restricao Mspl.

O adaptador 2 (PE) para a enzima de restricio Mspl (C | CGG) apresenta as seguintes
sequéncias: 5> nnnnnnnnC  CGAGATCGGAAGAGCGGGGACTTTAAGC e 3
nnnnnnnnGGC TCTAGCCTTCTCGCCAAGTCGTCCTTACGGCTCTGGCTAG
(Adpt2PE top cg: csAGATCGGAAGAGCGGGGACTTTAAGC e Adpt2PE bot:
GATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT).

Os iniciadores Illumina, ou primers, foram os mesmos oligos encontrados nas placas
com 96 pocos, com sequéncias complementares ao adaptador 1 (foward) e ao adaptador 2
(reverse) para um sequenciamento pair-end. (IlluminaF PE (Tm=70) 58 pb (Tm=57)):
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGA
TCT e IlluminaR_PE (Tm=70) 46 pb (Tm=62):

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAA).

2.3.4. Genotipagem de descoberta de marcadores SNP

Os procedimentos de demultiplex, contrucao dos loci RAD, descoberta e anotagdo dos
marcadores SNP foram conduzidos via pipeline no STACKS v.2.45 (CATCHEN et al., 2013;
CORDEIRO et al., 2019; ZUCCHI et al., 2019), sob a supervisdo da Dra. Maria Imaculada
Zucchi e do Dr. Erick Mauricio Goes Cordeiro. As reads obtidas das amostras de DNA de L.

pinaster foram, primeiramente, demultiplexadas utilizando o software radtags e individuali-
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zadas em diferentes arquivos no formato .fastq baseadas nos barcodes (6-8pb) de cada amos-
tra. Deversos filtros foram aplicados nessa primeira etapa com a finalidade de selecionar os
reads das amostras com alta qualidade. Dentre os filtros, foram aplicados o filtro de score de
qualidade (-q), o filtro para eliminagdo de leituras com fun¢do baseada em ndo-chamada (-c) e
a funcdo que impede a sele¢do de barcodes com mais de um mismatch (-r). Apds esse proce-
dimento, as sequéncias com comprimento de 90pb foram selecionadas e sequéncias com baixa
qualidade foram descartadas.

A segunda etapa da genotipagem consistiu na constru¢do de um catdlogo de SNP pelo
uso do software ustacks. Neste software, foi aplicado o método de novo para a selecdo de
SNP pois a espécie ndo apresenta genoma de referéncia, seguido dos seguintes parametros:
distancia maxima permitida entre as pilhas, ou stacks (M=2); distdncia maxima permitida para
alinhamentos secundarios (N=4, M + 2); e cobertura minima com trés sequéncias para cada
locus RAD (m=3). A terceira etapa consistiu na cria¢gdo de um catalogo comum de SNP pelo
uso do software cstacks. Durante esse processo, ndo foi permitdo uma diferenga maior do que
dois (2) entre um mesmo loci, com a finalidade de impedir sobreposi¢do de loci. Além disso,
cada marcador do tipo SNP deve estar presente em pelo menos 60 % do total de amostras (-r
0,5), com frequéncia minima restrita a 5 % e heterozigosidade observada limitada a0 méximo

de 75 %. Os demais modulos do pipeline STACKS foram utilizados no modulo default.

2.3.5. Diversidade Genética e Estrutura Genética

Os procedimentos para a descri¢do da diversidade genética das populacdes de L. pi-
naster foram realizadas via STACKS v.2.45, utilizando o software ctacks (CORDEIRO et al.,
2019; ZUCCHI et al., 2019), conduzidos sob a supervisdo da Dra. Maria Imaculada Zucchi e
do Dr. Erick Mauricio Goes Cordeiro. A diversidade nucleotidica (), os alelos privados (Ap),
a frequéncia alélica dos alelos mais frequentes por locus (P), a heterozigosidade observada

(Ho), a heterozigosidade esperada (He), a homozigosidade observada, a homozigosidade es-
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perada, o coeficientede endogamia intrapopulacional (Fis) e o indice de fixagdo (Fsr) foram
estimados via software cstacks. Para a descricdo da estrutura populacional, o software
ADMIXTURE v1.2 foi utilizado, cujo melhor valor de K que descreve o clusteres genéticos
das populacdes de L. pinaster foi implementado via método de validag¢do cruzada, ou cross-

validation (ALEXANDER et al., 2009).

2.3.6. Descri¢cdo de SNP sob selecdo positiva

A abordagem bayesiana pelo software BayeScan (FOLL & GAGGIOTTI, 2008;
FISCHER et al., 2011) e o modelo PCAdapt (LUU et al., 2017; ZUCCHI et al., 2019) foram
escolhidos para identificar SNP sob sele¢do positiva.

A abordagem Bayesiana ¢ capaz de identificar a frequéncia alélica de diferentes popu-
lagdes e indicar quais loci estdo sob selecdo neutra e quais estdo sob selecdo positiva de acor-
do com a distancia geografica entre as populacdes (FOLL & GAGGIOTTI, 2008; ZUCCHI et
al., 2019). O modelo se trata de uma regressao logistica baseada nos valores do indice de fixa-
cao (Fst), sendo capaz de dividir os efeitos genotipicos de loci neutros e loci sob sele¢ao posi-
tiva, estabelecendo valores de frequéncia para cada marcador.

A segunda abordagem para detectar marcadores SNP sob sele¢do positiva foi o méto-
do PCAdapt implementado pelo pacote pcadapt via software R (LUU et al., 2017). Esse mo-
delo faz uso dos valores de Fsr calculado pelos marcadores SNP que compdem a estrutura
populacional, indicando quais marcadores sdo neutros e quais estdo sob selecdo positiva
(LUU et al., 2017; ZUCCHI et al., 2019). O modelo PCAdapt expressa uma PCA que mostra

como os marcadores SNP podem promover o processo de selecao nas populacdes estudadas.

2.3.7. Dados climaticos e fatores climaticos
A fim de analisar os efeitos dos fatores climaticos sob a composicao quimica dos 6leos

essenciais, montamos uma matriz de dados com nove varidveis climaticas que correspondem
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aos fatores climaticos. As variaveis sdo: altitude (alt), cobertura de nuvens (cld), variacao di-
urna de temperatura (dtr), temperatura maxima (tmx), temperatura minima (tmn), evapotrans-
piracdo (pet), precipitacdo (pre), pressdo de vapor (vap) e umidade relativa (wet). As médias
mensais das variaveis cld, dtr, tmx, tmn, pet, pre, vap e wet foram coletadas de acordo com o
més e ano de coleta de cada populagdo (Tabela 1), sendo as variaveis climaticas obtivas via
dados CRU TS v.4.04 depositados no website worldclim.org (HARRIS et al., 2020). As vari-
aveis climaticas foram obtidas pelo pacote raster (HIIMANS, 2020) implementados via sof-

tware R (R versao 4.0.2).

2.2.8. Analises Estatisticas

O presente estudo foi condicionado segundo delineamento totalmente causalizado,
considerando os individuos de cada populacdo como unidade amostral. Para analisar os dados
quimicos, os valores do rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de cada individuo foram
submetidos a analise de Kruskal-Wallis (p<0,05) com teste de Dunn (p<0,05) com corre¢ao
de Bonferroni, desenvolvida via pacote stats utilizado no software R (R versao 4.0.2) com o
propdsito de encontrar relagdes entre o rendimento dos 6leos essenciais, as regides € as popu-
lagdes de L. pinaster. Os valores dos rendimentos de extragdo e de altitude (m) de cada indi-
viduo foram submetidos a andlise de correlacdo com ranking de Kendall (R, p<0,05), desen-
volvida via pacote stats utilizado no software R, com a finalidade de descrever a influéncia da
altitude sobre o rendimento dos 6leos essenciais de L. pinaster.

Com a finalidade de observar os padrdes quimicos dos 6leos essenciais sob influéncia
da altitude e dos fatores climaticos, foi montada uma matriz de dados que contempla a com-
posicao quimica dos 6leos essenciais dos individuos de L. pinaster, os fatores climaticos e os
valores de altitude. Essa matriz de dados foi normalizada e submetida a analise de componen-
tes principais (ACP) pelo pacote FactoMineR (LE et al., 2008), analise hierarquica de Cluster

(AHC) com Distancia Euclideana e enlage de Ward pelo pacote factoextra (KASSAMBARA
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& MUNDT, 2020) e analise de heatmap pelo pacote ComplexHeatmap com a mesma configu-
racdo da AHC (GU et al., 2016). As analises acima foram desenvolvidas no software R.

Para analisar os dados genéticos, foram realizados testes de Mantel (R, p<0,05) com o
uso do pacote ade4 (DRAY & DUFOUR, 2007) entre as matrizes das distancias geograficas
(ROSENMAL, 2014) e das distancias genéticas expressas pelos indices de fixagdo (Fst) de
cada populagdo. O mesmo procedimento foi adotado com os valores de altitude, comparado
via teste de Mantel (R, p<0,05) os valores de altitude e as distdncias genéticas expressas pelos
indices de fixacdo (Fst) de cada populagdo. O célculo da diversidade genética, da estrutura
genética expressa pelos valores 6timos de K e da descoberta de SNPs sob selegdo positiva ja
foram descritos nos topicos anteriores (“2.3.5. Diversidade Genética e Estrutura Genética” e

“2.3.6. Descrig¢do de SNP sob selegdo positiva™).
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IV - Resultados

1. Rendimento dos odleos essenciais

O rendimento dos 6leos essenciais (%) ndo apresentou relagdo com as regides de ori-
gem, sendo a populacdo de RPS (0,22 + 0,04) apresentando os maiores valores de rendimento,
seguida por ODMa (0,18 £ 0,11), SM (0,11 £ 0,05), SRM (0,08 £ 0,08), GM (0,05 £+ 0,02) e
DI (0,05 £ 0,02) (Tabela 2). A analise de Kruskal-Wallis indicou que as populagdes DI, GM e
SRM apresentaram os menores valores no rendimento dos 6leos essenciais quando comparado
com as populagdes ODMA, RPS e SM. Além disso, os resultados de rendimento dos o6leos
essenciais também mostraram que as populagdes de L. pinaster amostradas apresentaram
grande variagdo inter e intrapopulacional (Figura 3).
A andlise de correlagdo pelo ranking de Kendall (Figura 4) expressou baixa correlacdo entre o
rendimento de producao dos 6leos essenciais e a altitude (R=-0,026, p=0.69), mostrando que a

altitude ndo ¢ fator de influéncia no rendimento dos 6leos essenciais para as populacdes de

Lychnophora pinaster.
Kruskal-Wallis, p-value = 1.6e-11
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Figura 3. Rendimento de producdo dos 6leos essenciais de Lychnophora pinaster Mart. Os
valores do rendimento de extracdo foram submetidos a andlise Kruskal-Wallis (p=1,6.10-11).

As letras mintsculas representam as multiplas comparagdes expressas pelo teste de Dunn
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(p>0,05) com correcdo de Bonferroni. Os pontos em cada boxplot indicam o nimero e distri-
bui¢do dos individuos de cada populagdo. Diamantina (DI, 0,05 + 0,02, n=17); Grao Mogol
(GM, 0,05 £ 0,02, n=24); Olhos D‘Agua (ODMa, 0,18 £ 0,11, n=16); Raposos (RPS, 0,22 +

0,04, n=14); Serra da Moeda (SM, 0,11 + 0,05, n=19); ¢ Serra do Rola-Moga (SRM, 0,08 +

0,08, n=19).
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Figura 4. Andlise de correlacdo entre as altitudes (m) e o rendimento de producdo dos 6leos

essenciais (%) de cada individuo das populagdes de Lychnophora pinaster Mart. Correlagao

de Kendall (R=-0,02640 ¢ p=-0.6866).

2. Composi¢do quimica dos dleos essenciais

A composic¢ao quimica dos 6leos essenciais de L. pinaster se encontra na Tabela 2. Fo-
ram detectadas 58 substancias, com a identificagdo de 54 substancias encontradas entre as seis
populacdes de L. pinaster analisadas neste trabalho. Foram identificadas, em média, 81,8 +
10,7 % das substancias encontradas nas seis populacdes avaliadas. A exce¢do foi a populacao
de Serra da Moeda, com o valor de 60,66 % do total de substincias identificadas. Essas subs-

tancias ndo identificadas pertencem a classe dos sesquiterpenos, segundo o padrdo de frag-

mentagdo de seus espectros de massas.
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Cada populagdo apresenta composi¢do quimica diferencial em seus 6leos essenciais,
com poucas substincias que co-ocorrem entre todas as populacdes de uma mesma regido,
como ¢ o caso somente de linalol, allo-epoxido de aromadendreno e a-humuleno, as Unicas
trés substancias presentes nas trés populagdes da regido norte (OMDa, DI e GM) e somente 4-
oxo-15-nor-eudesman-11-eno, o qual esta presente em cinco das seis populagdes analisadas
(ODMa, DI, SRM, SM e RPS).

Para as populagdes da regido Norte, as substancias majoritarias da populacdo DI sdo
linalol (19,96 %), 14-hidréxi-a-humuleno (29,94 %), germacrona (9,42 %), sesquiterpeno 1
(4,0 %) e sesquiterpeno 2 (7,31 %). Para a populacdo ODMa as substancias majoritarias sao
linalol (8,35 %), Z-nerolidol (18,09 %), allo-epoxido de aromadendreno (11,66 %), cedr-
8(15)-en-9-a-ol (22,31 %), 14-hidroxi-(Z)-cariofileno (8,79 %). Para a populagio GM, as
substancias majoritarias sdo a-pineno (13,2 %), B-pineno (5,32 %) e 14-hidroxi-a-humuleno
(35,95 %).

Para as populacdes da Regido metropolitana de Belo Horizonte, as substdncas majori-
tarias da populacdo RPS sdo B-pineno (6,01 %), 4-oxo0-15-nor-eudesman-11-eno (27,72 %),
14-acetdxi-a-humuleno (11,94 %) e o sesquiterpeno 4 (14,69 %). Para a populacdo SM, as
substancias majoritarias sdo sesquiterpeno 4 (9,05 %) e 4-oxo-15-nor-eudesman-11-eno
(35,45 %). A substancia 4-ox0-15-nor-eudesman-11-eno encontrada em maior abundancia nas
populagdes SM e RPS e em menor abundancia nas populagdes SRM, DI e ODMa, isolada por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) e analisada por Ressonancia Magnéti-
ca Nuclear de Carbono 13 (RMN *C) e Hidrogénio (RMN 'H) unidimensional (1D) e bidi-
mensional (2D). Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear se encontram no tépico “IX-
Anexos”. Para a populacdo SRM, as substancias majoritarias sdo 14-acetoxi-o-humuleno

(60,88 %), viridiflorol (4,37 %) ¢ acetato de (2E)-tridecenol (4,59 %).



Tabela 2. Composi¢ao quimica média (%) dos 6leos essenciais de populacdes de L. pinaster, Minas Gerais, Brasil.

Substancia

a-tujeno

a-pineno

4Z-hepten-1-ol
etil-3-metil pentanoato
sabineno

B-pineno

trans-dehidroxi 6xido de linalool
o-cimeno

limoneno

1,8-cineol

terpineno

terpinoleno

linalol

n-nonanal
trans-pinocarveol
iso-3-tujanol
pinocarvona
terpinen-4-ol

a-terpineol

mirtenal

mirtenol

n-decanal

trans-acetato de pinocarvila
undecanal

cis-acetato de pinocarvila
acetato de geranila

Norte

Regido metropolitana de Belo Horizonte

Diamantina Olhos D'dgua  Grdo-Mogol Serra do Rola- Serra da Raposos

(DI) (ODMa) (GM) Moga (SRM) Moeda (SM) (RPS) IRL calc IRL lit

819 m 700 m 859 m 1498 m 1366 m 969 m
- - - - 0,31 - 923 930
- - 13,20 - 0,69 1,14 932 939
- 0,14 - - - - 958 966
- - - - 0,19 - 958 956
- - - - 0,64 - 969 975
- - 5,32 - 1,30 6,01 974 979

0,03 - - - - - 991 993
- - - - 1,47 - 1020 1026
- - - tr 0,55 tr 1025 1029
- - - - - 0,22 1028 1031
- - - - 0,41 - 1054 1059
- - - - 0,18 - 1084 1088

19,96 8,35 3,36 - 0,41 tr 1095 1096
- - 0,70 0,65 - 0,36 1100 1100
- - 5,40 - 0,40 - 1133 1139
- - - - - 3,29 1134 1138
- - - - - 0,55 1157 1164
- - 3,23 - 2,64 - 1171 1177
- - - - 0,10 - 1185 1188
- - 1,47 - 0,31 - 1191 1190
- - - - - 3,87 1191 1195
- - 0,89 0,47 - - 1200 1201
- - - - - 0,51 1294 1298
- - - 0,64 - - 1301 1306
- - - - - 0,46 1319 1326
- - - 0,55 - - 1377 1381

43

43



B-elemeno

a-cipereno

cis-cariofileno

trans-cariofileno

B-farneseno

a-humuleno

cumacreno

tridecanal
4-0x0-15-nor-eudesmano-11-eno
Z-nerolidol

sesquiterpeno 1
1,10-decanediol
a-copaen-11-ol
epi-longipinanol

oxido de cariofileno
espatulenol

B-copaen-4a-ol

sesquiterpeno 2

viridiflorol

sesquiterpeno 3

allo-epoxido de aromadendreno
cedr-8(15)-en-9-a-ol
14-hidréxi-trans-cariofileno
14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno
germacrona
14-hidréxi-a-humuleno

acetato de (2E)-tridecenol
14-hidréxi-4,5-dihidro-cariofileno
benzoato de benzila
y-curcumen-15-al
sesquiterpeno 4
14-acetoxi-a-humuleno

1386
1393
1412
1412
1443
1446
1490
1501
1504
1528
1542
1543
1531
1566
1572
1573
1595
1598
1599
1635
1639
1655
1665
1671
1688
1700
1703
1708
1751
1775
1776
1801

1390
1398
1408
1419
1442
1454
1472
1510

1532

1549
1541
1563
1583
1578
1590

1592

1641
1651
1667
1669
1693
1714
1703
1706
1760
1768

44
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Total identificado
Hidrocarbonetos monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
Sesquiterpenos oxigenados

Rendimento (%)

85,33
0,00
0,03
3,06

49,24

0,05 + 0,02

86,28
0,00
0,00
3,10
74,7

0,18 0,11

83,91
18,52
10,10
3,97
43,73

0,05 + 0,02

91,03
0,55
0,00
7,75

74,79

0,08 £ 0,08

60,66 83,43
5,55 7,15
3,45 8,90
3,24 1,90

38,49 50,44

0,11+£0,05 0,22+0,04

IRL calc: indice de retencao linear calculado; IRL lit: indice de retencdo linear encontrado em literatura (ADAMS, 2017).
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A analise de componentes principais (ACP) foi realizada com a finalidade de verificar
a presenca de padrdes da composicao quimica e rendimento dos dleos essenciais sob a acdo de

fatores climaticos e da altitude (Figura 5; Tabela 3; Tabela 4).

Tabela 3. Média dos valores dos fatores climaticos das populagdes de L. pinaster localizadas
nas regioes Norte e metropolitana de Belo Horizonte (MrBH), Minas Gerais, Brasil.

Regido Norte Regido metropolitana de Belo Horizonte
Fatores Climaticos Grio-Mogol ~ Olhos D'Agua  Diamantina R?)Tgi/g?;a Serra da Raposos
(GM) (ODMa) (DI) (SRM) Moeda (SM)  (RPS)
cobertura de nuvens (%, cld) 55 48,8 50 46,3 48,8 47,5
Voaria(;éo diurna de temperatura 12.8 13,7 132 15,7 12.8 12,5
(°C, dtr)
evapotranspiragao (%, pet) 2,9 3,1 2,9 2,5 2,3 2,4
precipitagdo (mm, pre) 0,2 0 0,2 1,8 8,5 5
temperatura minima (°C, tmn) 13,4 13,4 12,9 9,6 9,9 11,6
temperatura maxima (°C, tmx) 26,2 27,1 26,1 25,3 22,7 24,1
temperatura média (°C, tmp) 19,8 20,2 19,5 17,4 16,3 17,8
pressao de vapor (%, vap) 15,2 15,2 15,4 14,3 13,7 14,5
umidade relativa (%, wet) 1,82 2,77 2,22 0,39 1,82 1,18
Tabela 4. Valores de correlagdo de cada componente principal.
Variavies PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
o-tujeno -0.47360965  0.437922775 0.079076574 0.365673702  0.24308898
o-pineno 0.23560784  0.274525962  0.493014371 -0.419095922  0.14293252
4Z-hepten-1-ol 0.21624569  0.019880170 -0.253094742 0.074102316  0.15030270
etil-3-metil pentanoato -0.36386887  0.316126629  0.034745237 0.257364732  0.14773209
sabineno -0.57008045  0.515301124 0.085243688 0.417899386  0.27146900
B-pineno -0.01518608  0.389754731 0.202371372 -0.556436111 -0.17673841
trans-dehidroxi 6xido de linalool 0.12097163  -0.045100939 0.081314339 0.200638270  -0.18047558
o-cimeno -0.60167727  0.536555536  0.083181736 0.429302050  0.27386953
limoneno -0.54196194  0.479218904 0.071242697 0.377721350  0.24023798
1,8-cineol -0.08414746  0.065571800 -0.160424322 -0.201838604 -0.26062243
terpineno -0.49175195  0.461105995 0.088401172 0.381995938  0.26384558
terpinoleno -0.44365629  0.409637666 0.067606827 0.342178606  0.22434863
linalol 0.54667802  -0.075609132  0.100589060 0.536732852  -0.30849641
n-nonanal -0.22000621  -0.353987299 0.038084142 -0.441277922 -0.05914687
trans-pinocarveol 0.24187235  0.274475522  0.550900375 -0.376414844  0.22492255
iso-3-tujanol -0.20241624  0.163343626 -0.370280874 -0.475527149 -0.59124477
pinocarvona -0.21180517  0.171791983  -0.386098379 -0.497457444 -0.61707403
terpinen-4-ol -0.20901890  0.624243155 0.544523692 -0.031671608  0.38619500
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a-terpineol

mirtenal

mirtenol

n-decanal

trans-acetato de pinocarvila
undecanal

cis-acetato de pinocarvila
acetato de geranila

B-elemeno

a-cipereno

cis-cariofileno

trans-cariofileno

B-farneseno

a-humuleno

cumacreno

tridecanal

4-0x0-15 nor-eudesmano-11-eno
Z-nerolidol

sesquiterpeno 1

a-copaen-11-ol

1,10-decanediol
epi-longipinanol

espatulenol

oxido de cariofileno
B-copaen-4a-ol

viridiflorol

sesquiterpeno 2

sesquiterpeno 3

allo-epoxido de aromadendreno
cedr-8(15)-en-9-a-ol
14-hidréxi-trans-cariofileno
14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno
germacrona

acetato de (2E)-tridecenol
14-hidroxi-a-humuleno
14-hidréxi-4,5-dihidro-cariofileno
benzoato de benzila
y-curcumen-15-al

sesquiterpeno 4

14-acetoxi- o -humuleno
altitude

cobertura de nuvens
Variagao de temperatura diaria
Potencial de evapotranspiracao

precipitacao

-0.44696824
-0.17960388
0.17762940
0.18528774
-0.15585643
-0.10178878
-0.17958286
-0.35263106
-0.20940763
-0.56133499
0.47732978
0.20302267
-0.22145219
0.08273780
-0.20790271
-0.33298077
-0.66540356
0.40894519
0.36337183
0.35387537
-0.33161304
0.33362297
0.36033734
0.50607828
-0.35132948
-0.37062151
0.35690989
0.36113813
0.52771679
0.48797723
0.47469234
0.58045416
0.25621206
-0.29071806
0.54760960
0.43856667
-0.17122984
0.40872515
-0.54315651
-0.40946303
-0.89226890
0.54219296
-0.16779467
0.96181843
-0.84086560

0.429688539
0.143988858
0.257961911
0.103214862
0.123760961
-0.226622018
0.142781507
-0.778782738
-0.460524953
0.315492357
0.015462768
0.358500256
0.178012927
-0.672550517
-0.478622794
-0.715072009
0.499897456
0.107292095
-0.172086642
0.268433174
-0.706674956
-0.157123233
0.274296648
0.062635815
0.268098053
-0.800052849
-0.175351376
-0.169016416
0.149779900
0.059707386
0.061464199
0.211819562
-0.429374387
-0.653827665
0.099945667
-0.115743498
-0.679909727
0.049882072
0.435319419
-0.798037705
-0.328030308
0.461125198
-0.877258540
-0.051898302
0.441970647

0.091139912
-0.333855687
0.482253761
0.382163140
-0.284971644
0.027055419
-0.331378606
0.072852646
0.043631458
0.041602596
-0.662692871
0.603795392
-0.396880573
0.220064306
0.048884423
0.053449788
-0.302993102
-0.734510352
0.252643630
0.639461591
0.055372183
0.230310899
0.654401693
-0.673462047
0.015544031
0.069864053
0.256792838
0.252714966
-0.720235864
-0.645142700
-0.633994943
-0.050686414
0.263455983
0.071175322
0.695215371
0.021247149
0.145087042
-0.548553427
-0.330453924
0.008118364
0.129262374
0.631173845
-0.058488058
-0.003686908
-0.138856353

0.352996141

-0.424319302
-0.313114423
-0.305990402
-0.371414186
-0.072832274
-0.428679317
-0.107397036
-0.060910871
0.278920734

0.092476256

-0.371774185
-0.508824279
0.407067725

-0.038580940
-0.106169962
-0.002921922
-0.033634756
0.634151722

-0.489495152
-0.109362350
0.588169212

-0.499307741
0.102676588

0.178286567
-0.110851776
0.612010582
0.627973407
-0.092907928
0.096524096
0.082830175

-0.252775515
0.583109973

-0.071260962
0.013257538

0.552626849
0.108554246
0.086777219
-0.244830470
-0.184716810
0.014313786
-0.195169946
0.046285217
0.107227600
0.070108636

0.25647314
-0.53136515
0.21259881
0.14586140
-0.46410699
0.07153155
-0.53699110
0.25244224
0.15849124
0.18662099
0.47281611
0.24797948
-0.62708882
-0.20076947
0.15705788
0.23567436
-0.20557276
0.13389825
-0.55457038
0.23352114
0.22709746
-0.51347823
0.23369613
0.45491321
0.08566135
0.25147087
-0.53697499
-0.55071104
0.30488852
0.45251325
0.44330030
0.46478171
-0.44652299
0.19635515
-0.18054684
-0.33569663
0.02406563
0.36606397
-0.44568586
0.12981306
0.21344924
0.10929847
0.39503800
0.19887094
-0.09814886
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Temperatura minima 0.93459018  0.287624343  0.024942833 -0.070981947 -0.09279041
Temperatura maxima 0.89174869  -0.340266014 -0.016413006 -0.042755373  0.19318078
Temperatura média 0.97844062  -0.005799267 0.018195746 -0.054867519  0.04551539
Pressdo de vapor 0.95139666  -0.099084355 0.110867611 0.006174238  -0.14880407
umidade relativa diaria 0.66240315  0.551721397 -0.197763940 0.413600562  0.09471213
Rendimento de produgdo de OE -0.24510807  0.216052190 -0.598395592 -0.288215592  -0.09992416

As componentes principais da ACP descreveram 37,9% de variacdo total nos dados.
De acordo com a avaliagdo dos resultados apresentados pela ACP, a composi¢cdo quimica dos
6leos essenciais das populagdes DI, GM ODMa sao influenciadas pelas minimas temperatu-
ras, maximas temperaturas, temperaturas médias, pressdo de vapor, potencial de evapotranspi-
racdo e humidade relativa didria. Apontamos que esses fatores climaticos contribuiram com a
determinagdo da composicao quimica dos 6leos essenciais de L. pinaster. Além disso, as po-
pulacdes localizadas na Regido metropolitana de Belo Horizonte (MrBH) tém seus perfis
quimicos dos 6leos essenciais influenciados por elevadas altitudes (1498 m e 1366 m), como
mostrado pela ACP (Figura 5). A cobertura de nuvens pode ter auxiliado na alteracdo da
composi¢ao quimica dos 6leos essenciais na populacdo de SRM e a precipitacdo poderia auxi-
liar nas alteragcdes da composicdo quimica dos 6leos essenciais na populacido de SM. A ACP
também mostrou que a populagdo RPS a composicdo quimica dos 6leos essenciais ndo sofre

influéncia de nenhum fator climatico.
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Analise de Componentes Principais
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Figura 5. Andlise de componentes principais da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de L. pinaster frente os fatores climaticos. a.tuj.m.: a-tujeno;

a.pin.m.: a-pineno; X4Z.Hepten.ac.: 4Z-Hepten-1-ol; etilmetilpent.fp.: etil-3-metil pentanoato; sab.m.: sabineno; b.pin.m.: B-pineno; oxlinalool.mo.:
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oxido de dehidroxi-trans-linalol; o.cim.m.: o-cimeno; lim.m.: limoneno; X1.8.cin.mo.: 1,8-cineol; terp.m.: terpineno; terpinol.m.: terpinoleno; lina-
lo.mo.: linalol; n.non.al.: n-nonanal; trans.pino.mo.: trans-pinocarveol; iso.3.tuj.mo.: iso-3-tujanol; pinocarv.co.: pinocarvona; terpinen.4.mo.: terpinen-
4-0l; a.terpin.mo.: a-terpineol; mirt.mo.: mirtenol; mirtal.al.: mirtenal; n.dec.al.: n-decanal; trans.acpinoc.fp.: acetado de trans-pinocarvila; undec.al.:
undecanal; cis.acpin.fp.: acetato de cis-pinocarvila; acger.m.: acetato de geranil; b.elem.s.: B-elemeno; a.cip.s.: a-cipereno; cis.car.s.: cis-cariofileno;
trans.car.s.: trans- cariofileno; b.farn.s.: B-farneseno; a.hum.s.: a-humuleno; cumac.s.: cumacreno; tridec.al.: tridecanal; X4.0x0.15.nor.so.: 4-oxo-15-
nor-eudesman-11-eno; Z.ner.so.: Z-nerolidol; sesqui03: sesquiterpeno 1; a.copaen.ol.so.: a-copaen-11-ol; decane.ac.: 1,10-decanediol; epi.long.so.:
epi-longipinanol; spat.so.: espatulenol; carox..so.: 6xido de cariofileno; b.copaen.ol..so.: B-copaen-4a-ol; vir.so.: viridiflorol; trans.carp.fp.: trans-
carpacina; sesqui04: sesquiterpeno 2; sesqui06: sesquiterpeno 3; allo.cedren.so.: allo-epdxido de aromadendreno; selina.ol.cedr.so.: cedr-8(15)-en-9-a-
ol; X14.trans.car.so.: 14-hidroxi-(Z)-cariofileno; X14.epi.car.so.: 14-hydroxi-9-epi-(E)- cariofileno; germ.so.: germacrona; eudesm.ol.so.: eudesm-
7(11)-en-4-o0l; acetridec.ac.: acetato de (2E)-tridecenol; X14.a.hum.so.: 14-hidréxi-a-humuleno; X14.hid.dihidro.cari.so.: 14-hidroxi-4,5-dihidro-
cariofileno; benzibenz..fp.: benzoato de benzila; curcumen.so.: y-curcumen-15-al; sesqui7: sesquiterpeno 4; acetoxi.hum..so.: 14-acetdxi-a-humuleno;
alt: altitude; cld: cobertura de nuvens; dtr: variacdo de temperatura didria; pet: potencial de evapotranspiracdo; pre: precipitacdo; tmn: temperatura mi-

nima; tmp: temperatura média; tmx: temperatura maxima; vap: pressao de vapor; wet: umidade relativa didria; yield: rendimento dos 6leos essenciais.
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Ainda que os fatores climaticos promovam impactos na composi¢ao quimica dos 6leos
essenciais de L. pinaster, a analise hierarquica de Cluster (AHC, Figura 6) e a andlise de &e-
atmap (Figura 7) demonstraram que as seis populagdes de L. pinaster sdo quimicamente dis-
tintas. Segundo a andlise de heatmap, A populagdo GM se diferencia das demais pelos teores
de trans-pinocarveol, a-pineno, trans-cariofileno, espatulenol e a-copaen-11-ol. A populagao
DI se diferencia das demais pelas altas produgdes de sesquiterpenos 1, 2 e 3, epi-longipinanol,
linalol e 14-hidroxi-4,5-dihidro-cariofileno. ODMa se diferencia das demais pelos teores de
de cedr-8(15)-en-9-a-o0l, allo-epoxido de aromadendreno, oOxido de cariofileno, cis-
cariofileno, 14-hidroxi-(2)- cariofileno, Z-nerolidol e y-curcumen-15-al.

Segundo a analise de hetamap (Figura 7), a populacdo RPS se diferencia das demais
pelos altos teores de acetato de frans-pinocarvila, acetato de cis-pinocarvila, 1,8-cineol, iso-3-
tujanol, pinocarvona, mirtenol e B-farneseno. SRM se diferencia das demais pelos altos teores
de p-elemeno, cumacreno, acetato de (2E)-undecenol, 1,10-decaneciol, 14-acetoxi-a-
humuleno, tridecanal, viridiflorol e acetato de geranila. A populagdo SM se diferencia das
demais pelos elevados teores de terpinoleno, a-tujeno, B-copaen-4a-ol, undecanal, 4-oxo-15-
nor-eudesman-11-eno, etil-3-metil pentanoato, a-terpineol, terpineno, limoneno, sabineno, o-

cimeno, n-nonanal, isodauceno e sesquiterpeno 4.
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Andlise Herdrquica de Cluster

SM £
=

RPS

B 1111311313

SRM

GM -

Populactes (comelachio = 0.T208624)

DI

ODMa

Height
Figura 6. Anélise hierdrquica de Cluster (AHC) das populagdes de L. pinaster. DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol; ODMa: Olhos D' Agua; RPS: Ra-

posos; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga. A AHC foi realizada com Distancia Euclideana e enlace de Ward.
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Figura 7. Analise de heatmap da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de L. pinaster frente aos fatores climaticos. a.tuj.m.: a-tujeno; a.pin.m.: o-
pineno; X4Z.Hepten.ac.: 4Z-Hepten-1-ol; etilmetilpent.fp.: etil-3-metil pentanoato; sab.m.: sabineno; b.pin.m.: B-pineno; oxlinalool.mo.: 6xido de de-
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hidroxi-trans-linalol; o.cim.m.: o-cimeno; lim.m.: limoneno; X1.8.cin.mo.: 1,8-cineol; terp.m.: terpineno; terpinol.m.: terpinoleno; linalo.mo.: linalol;
n.non.al.: n-nonanal; trans.pino.mo.: trans-pinocarveol; iso.3.tuj.mo.: iso-3-tujanol; pinocarv.co.: pinocarvona; terpinen.4.mo.: terpinen-4-ol;
a.terpin.mo.: a-terpineol; mirt.mo.: mirtenol; mirtal.al.: mirtenal; n.dec.al.: n-decanal; trans.acpinoc.fp.: acetado de trans-pinocarvila; undec.al.: unde-
canal; cis.acpin.fp.: acetato de cis-pinocarvila; acger.m.: acetato de geranil; b.elem.s.: B-elemeno; a.cip.s.: a-cipereno; cis.car.s.: cis-cariofileno;
trans.car.s.: trans- cariofileno; b.farn.s.: B-farneseno; a.hum.s.: a-humuleno; cumac.s.: cumacreno; tridec.al.: tridecanal; X4.0x0.15.nor.so.: 4-oxo-15-
nor-eudesman-11-eno; Z.ner.so.: Z-nerolidol; sesqui03: sesquiterpeno 1; a.copaen.ol.so.: a-copaen-11-ol; decane.ac.: 1,10-decanediol; epi.long.so.:
epi-longipinanol; spat.so.: espatulenol; carox..so.: 6xido de cariofileno; b.copaen.ol..so.: B-copaen-4a-ol; vir.so.: viridiflorol; trans.carp.fp.: trans-
carpacina; sesqui04: sesquiterpeno 2; sesqui06: sesquiterpeno 3; allo.cedren.so.: allo-epdxido de aromadendreno; selina.ol.cedr.so.: cedr-8(15)-en-9-a-
ol; X14.trans.car.so.: 14-hidroxi-(Z)-cariofileno; X14.epi.car.so.: 14-hydroxi-9-epi-(E)- cariofileno; germ.so.: germacrona; eudesm.ol.so.: eudesm-
7(11)-en-4-o0l; acetridec.ac.: acetato de (2E)-tridecenol; X14.a.hum.so.: 14-hidréxi-a-humuleno; X14.hid.dihidro.cari.so.: 14-hidroxi-4,5-dihidro-
cariofileno; benzibenz..fp.: benzoato de benzila; curcumen.so.: y-curcumen-15-al; sesqui7: sesquiterpeno 4; acetoxi.hum..so.: 14-acetdxi-a-humuleno;
alt: altitude; cld: cobertura de nuvens; dtr: variacdo de temperatura didria; pet: potencial de evapotranspiracdo; pre: precipitacdo; tmn: temperatura mi-
nima; tmp: temperatura média; tmx: temperatura maxima; vap: pressao de vapor; wet: umidade relativa didria; yield: rendimento dos 6leos essenciais;
alt: altitude; cld: cobertura de nuvens; dtr: variacdo de temperatura didria; pet: potencial de evapotranspiracdo; pre: precipitacdo; tmn: temperatura mi-

nima; tmp: temperatura média; tmx: temperatura maxima; vap: pressao de vapor; wet: umidade relativa diéria.
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3. Descoberta de SNP e Processamento de Dados

As bibliotecas GBS reteram um total de 1173904 loci durante o processamento de
dados realizado nos passos de demultiplexacdo e checagem de qualidade de reads. Apos fil-
tragem dos dados, segundo os métodos ja descritos (item “2.3.4. Genotipagem de descoberta
de marcadores SNP” do topico Material e Métodos), foram encontrados um total de 29731
loci contendo marcadores SNP de alta qualidade com 91,00pb (stdev = 0,02, gstacks). Esses
marcadores foram utilizados nas andlises de diversidade genética e de estrutura genética das
populagdes de L. pinaster, como também na busca por marcadores sob selecdo positiva e cor-

relacdes de Mantel entre as matrizes genéticas, de distancias geograficas e altitudes.

4. Diversidade Genética

Nossos resultados demonstraram que L. pinaster apresenta elevada diversidade genéti-
ca interpopulacional. As heterozigosidades (Ho e He) sdo estimadas com a finalidade de ob-
servar se as populacdes de uma espécie estdo em equilibrio genético, segundo as premissas do
equilibrio de Hardy-Weinberg (MEIRMANS, 2019). Os valores de heterozigosidade observa-
das tém valores semelhantes as heterozigosidade esperadas (Tabela 5), indicando que os ale-
los que estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Além disso, a diversidade nucleotidica infere
na variacdo genética e no grau de polimorfismos genéticos entre as populacdes. Nossos resul-
tados mostram que todas as populcdes de L. pinaster apresentam baixos valores de diversida-
de nucleotidica, indicando que L. pinaster passa por processos de fragmentacdao populacional
sob efeito de barreiras geograficas.

Os valores do coeficiente de endogamia intrapopulacional (Fis) indicam a possibilida-
de de endogamia em cada populacdo analisada, cujos valores positivos de Fis indicam a pre-
senca de processos endogdmicos nas populacdes, e valores positivos indicam que cada popu-
lacdo esta geneticamente equilibrada (PARREIRA et al., 2020). Nossos resultados mostram

que apenas as populagdes DI e SRM apresentaram valores positivos de Fis, enquanto as de-
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mais populagdes expressam valores negativos para essa varidvel. Também verificamos que as
populagdes de L. pinaster tém altos valores nas frequéncias alélicas dos alelos mais frequentes
por locus (P), indicando maior nimero de homozigotos em detrimento ao de heterozigotos.
Podemos indicar que o baixo niumero de heterozigotos, da diversidade nucleotitica, e dos va-
lores de Fis inferem que a estrutura geografica das regides amostradas pode ser fator que con-
tribui com a sele¢do de alelos nas populagdes de L. pinaster, exprimindo a grande diversidade

interpopulacional encontrada em nossos resultados.

Tabela 5. Diversidade genética das populagdes de L. pinaster, Minas Gerais, Brasil.

Divers’i(.iade P s Ho He Hom. Obs.  Hom. Esp. Fis
Genética
DI 34  092+0,02 0,11+0,00 0,11+0,00 0,10+0,00 0,89+0,00 0,90+ 0,00 0,014 + 0,02
GM 20 0,95+0,00 0,08+0,00 0,08+0,00 0,06+0,00 092+0,00 094+0,00 -0,002+0,01
ODMa 1 0,92+0,00 0,12+0,00 0,12+0,00 0,10+0,00 0,88+0,00 0,90+0,00 -0,013+0,01
SM 498 0,90+0,00 0,14+0,00 0,15+£0,00 0,13+0,00 0,86+0,00 0,87+0,00 -0,007+ 0,02
SRM 153 0,91+0,00 0,13+0,00 0,13+0,00 0,13+0,00 0,86+0,00 0,87+ 0,00 0,007 £ 0,02
SA 25 0,92+0,00 0,11+0,00 0,13+0,00 0,10+0,00 0,87+0,00 0,90+0,00 -0,028+0,01
SB 65 0,91+0,00 0,12+0,00 0,14+0,00 0,11+0,00 0,86+0,00 0,89+0,00 -0,038+0,01
SSa 24 092+0,00 0,11+0,00 0,12+0,00 0,10+0,00 0,88+0,00 0,90+ 0,00 -0,022+ 0.02

Ap: alelos privados; P: Frequéncia alélila dos alelos mais frequenteis por locus; n: diversidade
nucleotidica; Ho: Heterozigosidade observada; He: Heterozigosidade esperada; Hom. obs.:
homozigosidade observada; Hom. esp.: homozigosidade esperada; Fis: Coeficiente de endo-
gamia intrapopulacional; DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol; ODMa: Olhos D*Agua; SM:
Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca; SA: Serra da Arnica; e SSa:
Serra do Salto.
5. Estrutura Genética

As populagdes de L. pinaster apresentaram grande diferenciagdo genética segundo os
valores de Fsr (0,06-0,52), expressado pelo nimero total de marcadores SNP (Figura 8). Os
valores de Fsr par-a-par foram pequenos quando comparamos populacdes de uma mesma
regido, mas se elevaram quando comparamos populacdes de regides diferentes. A avaliacao

do indice de fixagdo mostrou que essas populacdes estdo espacialmente divididas de acordo

com as regides as quais estdo localizadas.
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Figura 8. Dendograma e heatmap da expressdo da divergéncia populacional de L. pinaster
baseada no indice de fixacdo (FST) de Wright. O indice de fixacao foi baseado no set comple-
to de marcadores SNP entre as populagdes de L. pinaster. DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol;
ODMa: Olhos D'Agua; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca;

SA: Serra da Arnica; e SSa: Serra do Salto.

A andlise de estrutura genética das populacdes de L. pinaster realizada pelo software
ADMIXTURE v1.2 indicou que o valor de K=5 foi o responsavel por melhor estimar a estru-

turagdo populacional de L. pinaster (Figura 9).
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Figura 9. Andlise de erro por validacdo cruzada (cross-validation) que descreve o melhor

valor de K para a estruturacao das populacdes de L. pinaster estudadas.

Segundo a andlise de estrutura genética, a regido Norte (populacdes DI, ODMa e GM)
foi classificada como um tnico grupo genético, indicando fluxo genético entre essas trés po-
pulagdes (Figura 10). Contudo a Regido metropolitana de Belo Horizonte apresentou forte
estruturacdo populacional, mostrando que as populacdes SM e SRM apresentaram constitui-
coes genéticas distintas entre si. Além disso, Campo das Vertentes também apresentou forte
estruturacdo genética. A populagdo SB localizada em Campo das Vertentes ¢ geneticamente
distinta da populacdo SSa e a populacdo SA correspondeu a uma mistura genética das popula-
cdes SB e SSa. Os dados de estrutura genética também indicam que as elevadas altitudes
(1498 m e 1366 m) encontradas na Regido metropolitana de Belo Horizonte poderiam influ-

enciar na divisdo espacial de alelos entre as populacdes analisadas.
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Figura 10. Estrutura populacional de L. pinaster segundo a estimativa dos valores de K por

SRM SA

Ancestralidade

validagdo cruzada. DI: Diamantina; GM: Grio-Mogol; ODMa: Olhos D' Agua; SM: Serra da
Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca; SA: Serra da Arnica; e SSa: Serra do

Salto.

6. Marcadores SNP sob sele¢do positiva
6.1. Modelo BayeScan

A andlise realizada pelo modelo BayeScan mostrou que 10497 loci com marcadores
SNP sao neutros, 17225 loci com marcadores SNP estdo sob sele¢do balanceadora e 2009 loci

com marcadores SNP estdo sob selecdo positiva (Figura 11).
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Figura 11. Distribuicao dos loci com marcadores SNP segundo o modelo BayeScan expres-
sos de acordo com os indices de fixagdo (Fst). Os pontos cinzas indicam loci sob selecdo neu-
tra; os pontos azuis indicam os loci sob sele¢cdo balanceadora; e os pontos amarelos indicam

loci sob selecdo positiva.

Com a selecdo de marcadores SNP realizada pelo modelo BayeScan, foi possivel tra-
balhar com outras analises estatisticas a fim de verificar padrdes genéticos das populacdes de
L. pinaster. Utilizando o set neutro de SNP, realizamos uma nova analise de estrutura popula-
cional, utilizando o software ADMIXTURE v1.2 e foi identificado que K=5 descreveu a me-
lhor clusterizagdo para as populacdes de L. pinaster (Figura 12). Essa analise indica que as
regdes Norte e Campo das Vertentes apresentam pools genéticos Unicos, enquanto a Regiao
metropolitana de Belo Horizonte apresenta pools genéticos distintos entre as populacdes SM e
SRM (Figura 13). A andlise de estruturacdo genética do set neutro de SNP (Figura 13) corro-
borou com a estrutura genética de L. pinaster apresentada pelo set total de SNP (Figura 10),
indicando que a variacdo de altitude e a estrutura geografica das serras de Minas Gerais pode-

riam contribuir com a segregragdo alélica espacial entre as populacdes de L. pinaster.

60



0.28
|

Validagao Cruzada
0.26
|

0.25
1

0.24
L

Erro por Validagao Cruzada (set neutro de SNP)

Valores de K

Figura 12. Analise de erro por valida¢do cruzada (cross-validation) que descreve o melhor

valor de K para a clusterizacdo das populagdes de L. pinaster estudadas para o set neutro de

SNPs.
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Figura 13. Analise da estrutura populacional de L. pinaster de acordo com o set neutro de

marcadores SNP selecionados pelo método BayeScan. DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol;
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ODMa: Olhos D' Agua; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca;

SA: Serra da Arnica; e SSa: Serra do Salto.

A andlise de componentes principais (ACP) se trata de andlise multivariada nao-
exploratdria, cuja finalidade da analise consiste na diminui¢do das dimensdes dos dados, sen-
do ela empregada na obtencdo de padroes matematicos entre as variaveis analisadas (TOCK et
al., 2020). Devido as suas caracteristicas estatisticas, a ACP foi empregada na obtencao de
padrdes na estruturagdo das populacdes de L. pinaster de acordo com o set neutro de SNP.
Com base no set neutro de marcadores SNP, foi possivel verificar forte agdo da estrutura geo-

grafica das serras de Minas Gerais na segregacao alélica nas populacdes (Figura 14).

PCA — set neutro de SNP

I
o : Populagdes

PC2=17,7%

PC1=25%

Figura 14. Analise de componentes principais (ACP) baseada no set neutro de marcadores
SNP selecionados pelo método BayeScan. DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol; ODMa: Olhos
D‘Agua; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca; SA: Serra da

Arnica; e SSa: Serra do Salto.
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O set positivo de SNP selecionado pelo modelo BayeScan para anélises de estrutura
populacional também foi empregado na construgcdo de andlise de estrutura populacional. A
analise de estrutura populacional empregrando o set positivo de SNP (Figura 15) apresentou o
mesmo padrao genético do set neutro de SNP (Figura 13) e do set total de SNP (Figura 10),
confirmando que as populagdes da regido Norte dos Campo das Vertentes apresentam pool
genético semelhante. Além disso, as andlises indicam que populacdes encontradas em eleva-
das altitudes (1498 m e 1366 m) na Regido metropolitana de Belo Horizonte t€ém forte estrutu-

racdo genética.
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Figura 15. Analise da estrutura populacional de L. pinaster de acordo com o set positivo de
marcadores SNP selecionados pelo método BayeScan. DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol;
ODMa: Olhos D‘Agua; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca;

SA: Serra da Arnica; e SSa: Serra do Salto.

Com base no set positivo de marcadores SNP, foi realizada uma analise de componen-
tes principais (ACP), indicando evidéncias da geografia das serras de Minas Gerais sobre o
pool genético de L. pinaster (Figura 16), corroborando com os resultados obtidos pelo set
neutro de SNP (Figura 14). Os resultados das ACP dos sets neutro e positivo indicam que as

serras de Minas Gerais segregam espacialmente os alelos das populagdes de L. pinaster e que
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a variacdo de altitude das serras pode contribuir com o aumento da diversidade genética da

espécie.

PCA — set positivo de SNP
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Figura 16. Analise de componentes principais (ACP) baseada no set neutro de marcadores
SNP selecionados pelo método BayeScan. DI: Diamantina; GM: Grao-Mogol; ODMa: Olhos
D‘Agua; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca; SA: Serra da

Arnica; e SSa: Serra do Salto.

6.2. Modelo PCAdapt

O segundo modelo escolhido para avaliacdo de marcadores SNP sob selecdo positiva
foi 0 modelo PCAdapt. Esse modelo mostrou que 24556 loci com marcadores SNP sdo neu-
tros e 5114 estdo sob selecdo positiva (Figura 17). Esse modelo foi ajustado com valores de
K=3 de acordo com os valores das componentes principais, uma vez que o valor de K=3 se

mostrou 6timo para a deteccdo de marcadores sob sele¢do positiva. Os resultados do modelo
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PCAdapt corroboraram com os resultados obtidos pelo primeiro modelo BayeScan, mostran-

do forte a¢do das serras de Minas Gerais na composi¢ao genética de L. pinaster.
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Figura 17. Anélise de componentes principais (A) baseada na selecdo de marcadores SNP segundo o modelo PCAdapt. DI: Diamantina; GM: Grao-
Mogol; ODMa: Olhos D‘Agua; SM: Serra da Moeda; SRM: Serra do Rola-Moga; SB: Serra Branca; SA: Serra da Arnica; ¢ SSa: Serra do Salto. B:

plot Manhattan; C: plot dos valores de Q-Q; D: plot dos valores de p (p<0,5x1073).
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6.3. Testes de Mantel
A fim de provar se as serras de Minas Gerais podem alterar a diversidade e estrutura
genética de L. pinaster, testes de Mantel entre Fst e distancias geograficas (Tabela 6) foram

realizadas.

Tabela 6. Matriz de distancias geograficas (km) entre as populagdes de Lychnophora pinaster
Minas Gerais, Brasil.

GM ODMa DI SRM SM SSa SA SB

Grao-Mogol (GM) 0 111 115 394 414 561 571 559
Olhos D’Agua (ODMa) 111 0 8 291 313 456 464 454
Diamantina (DI) 115 8 0 285 306 450 458 448
Serra do Rola-Moga (SRM) 394 291 285 0 23 167 181 165
Serra da Moeda (SM) 414 313 306 23 0 149 166 147
Serra do Salto (SSa) 561 456 450 167 149 0 31 5
Serra da Arica (AS) 571 464 458 181 166 31 0 37
Serra Branca (SB) 559 454 448 165 147 5 37 0

O teste de Mantel entre as matrizes genética (Fst) e distancias geograficas das popula-
coes expressou alto valor de correlagdo (R=0,8036307, p=0,0036). As populagdes de cada
regido amostrada estdo proximas entre si, mas as regides de coleta sdo espacialmente afasta-
das (Figura 1). As andlises de componentes principais expressas com o set neutro e positivo
de SNPs selecionados pelo modelo BayeScan (Figuras 14 e 16) e pelo modelo PCAdapt (Fi-
gura 17) também mostram que as populagdes de L. pinaster apresentam isolamento-por-
distancia, contribuindo significativamente com a diversidade genética e com a estrutura gené-
tica da espécie.

A fim de comprovar os efeitos da altitude na diversidade e estrutura genética de L. pi-
naster, foram realizados dois testes de Mantel entre as matrizes genéticas (Fsr) e as altitudes

de cada populagdo amostrada. O primeiro teste de Mantel envolveu todas as populagdes
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amostradas e expressou correlacdo positiva entre a diversidade genética e altitude (R=
0,3861517; p= 0,04709529). O segundo teste de Mantel apresentou apenas os valores de alti-
tude e FST das populagdes da regido Norte (700-900 m) e MrBH (>1350 m), e expressou for-
te correlagdo positiva entre a diversidade genética e a altitude (R= 0,9423121;
p=0,02739726). Em conjunto com os dados genéticos anteriores, os resultados mostraram que
populagdes encontradas em elevadas altitudes (superiores a 1350 m) s@o geneticamente diver-

sas das demais populagdes encontradas em altitudes inferiores a 1300 m.
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V - Discussao

1. Elevadas altitudes interferem nas diversidades genética e quimica de L. pinaster

Os dados suportam evidéncias de que as populacdes de L. pinaster localizadas em ele-
vadas altitudes apresentam maiores diversidades quimica e genética. As populagdes de Serra
da Moeda (SM) e Serra do Rola-Moga (SRM) estdo localizadas em elevadas altitudes (>1350
m), cujas composi¢des quimica e genética descritas em nossos resultados sdo divergentes das
demais, indicando que serras com elevadas altitudes impactam na a diversidade genética e
quimica de L. pinaster. A altitude ¢ um dos fatores geograficos que causam maiores impactos
na diversidade de populacdes nativas, culminando com o aparecimento de diferentes padroes
genéticos nas populagdes (GUO et al., 2016; GUNTHER et al., 2016; MEENA et al., 2016).

As Serras que compdem o Quadrilatero Ferrifero podem funcionar como barreira geo-
grafica para as populacdes SM e SRM, fornecendo fatores climaticos unicos e ideais na pro-
mog¢ao de adapatagdes locais. Como consequéncia desse processo, observamos grande diver-
sidade genética e quimica nessas populacdes, como apontado em nossos resultados. Altitudes
elevadas apresentam diversos fatores estressantes, como por exemplo as temperaturas extre-
mas, forte radiagdo UV-B, grande incidéncia solar, baixos niveis de oxigénio e qualidade do
solo (ZIDORN, 2010; ZHANG et al., 2016). Populagdes encontradas em elevadas altitudes
apresentam alta diversidade genética (LIAN et al., 2018) aumentando a habilidade em se
adaptar aos fatores biodticos e abidticos de cada regido (ZHAO et al., 2016) e contribuindo
com o aparecimento de adaptacdes locais (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2012). Os resulta-
dos indicam que a alta diversidade genética de L. pinaster na Regido metropolitana de Belo
Horizonte ¢ ocasionada pelas elevadas altitudes, selecionando pools genéticos distintos nas
populagdes dessa regido.

As serras de Minas Gerais sdo complexas, contendo um conjunto de rochas de origem
pré-Cambriana em sua formagdo basica que sofreram intemperismo até a era Fanerozoica,
originando grandes serras com altitudes distintas (ALKMIM, 2018). A Regido metropolitana

de Belo Horizonte abriga o Quadrilatero Ferrifero, apresentando altimetria elevada devido a
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presenca de itabiritos e quartzitos, rochas com maiores resisténcias a erosdo (SILVA, 2006).
Além disso, ¢ sabido que esses sistemas de rochas apresentam soerguimentos em momentos
geologicos distintos (ALKMIN, 2018). Essa intensa erosdo modificou a distribuicao das fito-
fisionomias nas regides, abrigando diferentes formagdes vegetacionais do Cerrado e da Mata
Alantica, contribuindo com o estabelecimento de campos rupestres e florestas estacionais se-
mideciduais, ambas marcadas por eventos ambientais drasticos, como também pelas variagdes
de altitude (SILVA, 2006; ALKMIM, 2018).

A Regido metropolitana de Belo Horizonte apresenta variagdo de altitude entre 1200
metros ¢ 2000 metros de altitude (ALKMIM, 2018; BARROS & MAGALHAES JUNIOR,
2018), de forma que e o gradiente de altitude afeta a composi¢do quimica e a diversidade ge-
nética (MOUSTAFA et al., 2016). Como consequéncia do processo de isolamento causando
pelas elevadas altitudes, ha grande diversidade genética e nas composi¢des quimicas dos 6leos
essenciais nas populagdes dessa regido, sugerindo que L. pinaster passa por processos de inte-

racdo genotipo-ambiente, quando essas populagdes estdo localizadas em elevadas altitudes.

2. Altitude, fatores climdticos e a geografia das serras de Minas Gerais alteram a diversidade
genética e quimica de L. pinaster

Os dados suportam que ha isolamento-por-distancia entre as populacdes de regides
distintas e os fatores climaticos modificam as diversidades genética e quimica de L. pinaster.
O isolamento geografico se da pela variacao de altitude e variacdo dos fatores climaticos nas
serras de Minas Gerias, 0s quais em conjunto contribuem com a evoluc¢ao do Cerrado brasilei-
ro (ALKMIM, 2018) e estabelecem fatores de selecdo para espécies endémicas, como € o
caso de Lychnophora pinaster (SEMIR, 2011). A diversidade nucleotidica, Ho e Fis descre-
vem o comportamento populacional indicando a qualidade do isolamento entre as populagdes
estudadas (MONTALVO & ELLSTRAND, 2001; CORDEIRO et al., 2019). Os resultados

corroboram com a literatura e indicam que ha agdo da estrutura geografica e da variagdo de
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altitude das serras no isolamento-por-distancia entre as populacdes de L. pinaster encontradas
em regides diferentes, inferindo evidéncias de segregacdo diferencial de alelos entre as popu-
lagdes de L. pinaster, elevando a diversidade interpopulacional da espécie.

A estrutura genética corrobora com os resultados da diversidade genética, indicando
que ha efeitos seletivos diferenciais das serras Minas Gerais na manuten¢do das caracteristicas
genéticas de L. pinaster. Medicago citrina (Font Quer) Greuter ¢ uma espécie endémica do
oeste do Mediterraneo, apresentando estruturacdo e fragmentacdo populacional expressa pelos
valores globais de FST em 0.386 e elevados valores de endogamia (JUAN et al., 2004). Ape-
sar de M. citrina ser encontrada em ilhas diferentes, facilitando o isolamento populacional,
um padrdo semelhante ¢ encontrado nos resultados, sugerindo que que as serras de Minas Ge-
rais funcionam como barreira geografica, expressando pools genéticos distintos nas popula-
coes de L. pinaster encontradas em regides distintas.

O isolamento-por-distancia determinado pela estrutura geografica e pela variagdo de
altitude das serras e pelos fatores climaticos influencia a composi¢cdo quimica dos 6leos es-
senciais de L. pinaster. A sele¢do natural ocorre a nivel molecular, cujas interagdes abioticas
ditam a evolugdo da biossintese de isoprenodides nos vegetais (LORETO & SCHNITZLER,
2010) através de mutagdes de novo e duplicagdes génicas as quais levam a neofuncionaliza-
cdo de enzimas do metabolismo especializado de substancias volateis, fendmeno de comum
ocorréncia nas terpeno-sintases (CHEN et al., 2011). Apontamos que a composi¢do quimica
diferencial dos 6leos essenciais de L. pinaster ¢ estabelecido pelo isolamento geografico pre-
sente em Minas Gerais, mas também pela interacdo planta-ambiente.

A diversidade estrutural dos sesquiterpenos identificados nos Oleos essenciais de
Lychnophora pinaster também expressa a diversidade quimica dos 6leos essenciais € mostram
evidéncias de adaptacdo local. Lychnophora pinaster apresenta grande diversidade quimica na
producdo de sesquiterpenos com elevados teores de esqueletos cariofilanos, humulanos, nero-

lidanos e copaenos como observado nos estudos prévios com a espécie por SILVA (2016) e
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MARQUES et al. (2020). De acordo com os resultados, os 6leos essenciais da regido Norte e
Regido metropolitana de Belo Horizonte apresentam alta diversidade estrutural dos sesquiter-
penos com esqueletos dos tipos cariofilano, humulano, eudesmano, nerolidano, cedrano, ger-
macrano dentre os constituintes mais abundantes (Tabela 2).

Os resultados da composicdo quimica dos 6leos essenciais ndo sdo coincidentes com
os obtidos nas analises genéticas a respeito da estruturacdo populacional na regido Norte. De
acordo com as andlises genéticas (Figuras 13 e 15), a regido Norte ¢ constituida por um unico
pool génico, mas a analise de Cluster e heatmap (Figuras 7 e 8) demonstram que as composi-
¢oes quimicas dos 6leos essenciais das populagdes da regido Norte sdo quimicamente distintas
entre si, sendo influenciada pela agcdo dos fatores ambientais. A andlise de heatmap mostra
que a populacdo Grao Mogol (GM ) apresenta forte correlagdo com as susbtancias terpinen-4-
ol, n-decanal, 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno, 14-hidroxi-a-humuleno, a-copaen-11-ol, espa-
tulenol, trans-pinocarveol, mirtenal, trans-cariofileno e o-pineno. A populagio Olhos D’
Agua (ODMa) apresenta forte correlagdo com as substancias cis-cariofileno, 6xido de cariofi-
leno, cedr-8(15)-en-9-a-ol, 14-hidroxi-(Z)-cariofileno, Z-nerolidol, allo-epéxido de aroma-
dendreno e y-curcumen-15-al. A populagdo DI (Diamantina) apresenta forte correlagdo com
as substancias linalol, epi-longipinanol, 14-hidr6xio-4,5-dihidro-cariofileno, o-humuleno e
germacrona. A presenca de composi¢des quimicas distintas nessa regido também foi observa-
da por Marques et al (2020), mostrando grande diversidade quimica dos 6leos essenciais nes-
sa regiao.

As substancias B-farneseno presente na populacdo de Raposos (RPS); 14-acetoxi-a-
humuleno e viridiflorol (populagdo Serra do Rola-Moca: SRM); e 4-ox0-15-nor-eudesman-
11-eno e isodauceno (populagdo Serra da Moeda: SM) sdo responsaveis por gerar divergén-
cias entre as populagdes localizadas na Regido metropolitana de Belo Horizonte. Uma razao
para a presenca da alta diversidade quimica de sesquiterpenos ¢ baseada em suas fungdes eco-

logicas como repelentes de herbivoros e atragao de polinizadores, cuja diversidade de animais
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vinculadas a essas fungdes ecologicas poderiam ser diferentes entre as localidades, funcio-
nando como pressdes seletivas distintas para a biossintese dos constiuintes quimicos dos 6leos
essenciais de L. pinaster.

A populagdo de Grao Mogol apresenta a maior produ¢do de monoterpenos (18,52 %
para hidrocarbonetos monoterpénicos e 10,1 % para monoterpenos oxigenados, Tabela 2), em
especial com esqueleto pinano. Sabe-se que os pinenos sdo drasticamente influenciados por
altas temperaturas e estresse hidrico (COPOLOVICI et al., 2012; ARENA et al., 2016), sendo
utilizados pelas plantas como atrativos para polinizadores (REN et al., 2018) e desenvolvem
um importante papel nas interagdes planta-inseto (MOFIKOYA et al., 2020). Como resultado
de ambientes estressantes proporcionado por altas temperaturas, baixa disponibilidade de dgua
e baixa umidade relativa do ar promovem ajustes metabolicos (SOUZA & LUTTGE, 2015)
que contribuiem com a comunicac¢do e a sobrevivéncia da planta ao ambiente. As alteragdes
nas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de L. pinaster mostram que ambiente e da

variagdo de altitude auxiliam no estabelecimento de padrdes quimicos distintos.
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VI - Conclusao

O estudo mostra que as populacdes naturais de L. pinaster encontradas em diferentes
altitudes (700 m a 1498 m) nas serras de Minas Gerais apresentam alta diversidade quimica e
genética inter e intrapopulacional. Os 0Oleos essenciais de 96 individuos de seis populacdes
apresentam altos niveis de sesquiterpenos oxigenados. Independentemente da regido de ocor-
réncia, a composi¢do quimica dos 6leos essenciais das populagdes amostradas na regido Norte
e Regido Mmetropolitana de Belo Horizonte sdo distintas entre si. Os resultados das analises
genéticas mostraram que as regides de coleta possuem segregacdo espacial alélica determina-
da pela variacdo de altitude das serras e pela distancia geografica entre as regides. Além disso,
a altitude e os fatores climaticos alteram a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais das popu-

lagdes de L. pinaster, sugerindo evidéncias de interagdo genodtipo-ambiente.
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VII - Consideracoes Finais

Com base em nossos resultados, apontamos que hé grande divergéncia quimica e ge-
nética entre as populacdes de L. pinaster estudadas;

e As populagdes da Regido metropolitana de Belo Horizonte apresentam pools genéticos
distintos entre si, indicando que a altitude eleva a diversidade genética da espécie;

e Os O6leos essenciais das folhas de L. pinaster representam um excelente exemplo de
diversidade quimica sob efeito dos fatores climaticos, de forma que ha selecdo diferencial
na produgdo de monoterpenos e sesquiterpenos entre as populacdes investigadas;

e Had evidéncias de selegdo quimica na produgdo de sesquiterpenos oxigenados entre as
populagdes SRM, SM, RPS, DI, ODMa e GM, mostrando que a variacao de altitude, o
isolamento geografico e os fatores climaticos elevam a diversidade quimica dos 6leos
essenciais, contribuindo com estudos futuros para programas de conservacao de L. pi-

naster.
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IX — Anexos

O espectro de RMN 1H mostrou dois grupos metilicos como singletos 6 0,96 e 0,95, um gru-
po metilénico de dupla ligacdo exociclica como singletos largos em 6 4,99 e 4,95 além de
hidrogénios metilénicos e metinicos na regido entre regido 6 2,47-1,03. No espectro de RMN
3C o deslocamento da carbonila foi verificado em & 214,81 ¢ da dupla ligagdo em & 152,91 e
111,10. O espectro DEPT confirmou a presenca de dois grupos metilicos, sete grupos metilé-
nicos, dois grupos metinicos e trés carbonos desidrogenados, indicando um norsesquiterpeno.
Os dados de RMN 'H e 3C sugeriram sesquiterpeno com esqueleto eudesmano e auséncia de
uma metila (Tabela 7). Os sesquiterpenos do tipo noreudesmano sdo descritos em espécies da

familia Astereceae (WU, et al, 2006).

Tabela 7. Dados espectrais de RMN de 'H (300 MHz), '3C ¢ DEPT (75 MHz) em CDCI3 do
sesquiterpeno com indice de retencdo de 1504 isolado das folhas de Lychnophora pinaster,
populacao da Serra da Moeda, MG, Brasil

Posi¢ao RMN 'H RMN BC DEPT
1 156 me 1,40 m 28,46 CH2
2 1,64me 1,03 m 21,99 CH2
3 2,43 43,96 CH2
4 --- 214,81 C
5 1,52 dd (6,5 ¢ 3,3 Hz) 51,11 CH
6 247me2,37m 33,21 CH2
7 2,32 m 44,35 CH
8 2,54 44,46 CH2
9 1,70me 1,53 m 39,60 CH2
10 -- 33,84 C
11 - 152,91 C
12 4,99 s largo e 4,95 s largo 111,10 CH2
13 0,96 s 29,78 CH3
14 0,95 s 21,84 CH3

As correlagdes a J-1 foram observadas no experimento HSQC. No HMBC a correla-
¢do a J-3 entre o hidrogénio em 6 1,52 (H-5) com o carbono em & 21,84 (C-14) confirmou a
posicao da metila 14. Os hidrogénios em 6 2,47 e 2,37 (H-6) mostraram correlagdes com os
carbonos em o 214,81 (J-3), 152,91 (J-3), 111,10 (J-4), 44,35 (J-2) e 33,84 (J-3). As demais

correlagdes nesse experimento podem ser observadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados espectrais d¢ RMN 2D (HSQC e HMBC) do sesquiterpeno com indice de
reten¢do de 1504isolado das folhas de Lychnophora pinaster, populagdo da Serra da Moeda,
MG, Brasil

Posicdo H HSQC HMBC*
1 1,56 ¢ 1,40 28,46 43,96 (J-3), 33,84 (J-2), 21,99 (J-2),
2 1,64 ¢ 1,03 21,99 214,81 (J-2), 21,99 (J-2), 33,84 (J-3)
3 2,43 43,96 28,46 (J-3), 21,99 (J-2)
5 1,52 51,11 44,35 (J-3), 33,21 (J-2), 21,84 (J-3)
214,81 (J-3), 152,91 (J-3), 111,10 (J-4),
6 2,47e237 33,21 4435 (J-2), 33.84 (J-3)
7 2,32 m 44,35 152,91 (J-2), 111,10 (J-3), 44,46 (J-3)
8 2,54 44,46 152,91 (J-3)
51,11(J-3), 44,35 (J-3), 33,84 (J-2), 28,46
9 1,70 e 1,53 39,62 (1-3), 21.84 (1-3)
12 4,99 ¢ 4,95 111,10 152,91 (J-2), 43,35 (J-3), 33,21 (J-4)
13 0,96 s 29,78 Sobreposi¢ao
14 0,95 s 21,84 Sobreposi¢do

Com os resultados apresentados, foi possivel atribuir a formula molecular C14H2,0 pa-
ra a substancia com indice de retenc¢do linear de 1506, sendo identificada como 4-oxo-15-nor-
eudesmano-11-eno (Figura 18). Essa substancia também ¢ encontrada em duas populagdes da
regido Norte (ODMa, DI) e trés populacdes da Regido metropolitana de Belo Horizonte

(SRM, SM e RPS).

Figura 18. Estrutura quimica do sesquiterpeno 4-oxo-15-nor-eudesmano-11-eno isolado no
6leo essencial da populagdo Serra da Moeda com indice de retencao linear de 1504(IRL calc).
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